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Arzneinittel :ur Behandlung von Krebs , AIDS und 

Viruserkrankungen 

Beschreibunq 

Die Erfindung betrifft ein Arzneimittel zur Behandlung 
von Krebs, AIDS und anderen viralen Infektionen. 

1. Tumortherapie 

Bei dem zur Zeit sehr aktuellen S. A. Rosenberg-LAK- 
Therapiemodell werden die peripheren Lymphozyten des 
Tumorpatienten mit hoch dosiertem IL-2 polyklonal akti- 
viert und reinjiziert. Kachteile sind die Coaktivierung 
von Suppressorzellen,- unspezif ische Aktivierung und 
hohe Kosten fur IL-2. Bisherige tumortherapeutische 
Verfahren (operativer Eingriff, Chemotherapie, Radio- 
therapie, Kombinationstherapie) haben sich nahezu 
ausschlieBIich auf die Entfernung bzw. Abtotung der 
Tumorzellen konzentriert und den zweiten ebenso wichti- 
gen Feind, die tumorprotektiven Suppressorzellen, aufler 
Acht gelassen. Es wurde nun gefunden, daB die tumorspe- 
zifischen Suppressorzellen, die die Etablierung der 
Tumorzellen im Organismus durch den aktiven Schutz 
gegeniiber der immunologischen Surveillance ermoglichen 
und das ungehinderte Tumorwachstum mitbestimmen. Wie 
aus zahlreichen Tierversuchen hervorgeht, ist eine 
dauerhafte Heilung, nicht nur eine tempor&re Remission, 
nur dann moglich, wenn die Suppressor zellen vor jeg- 
licher Immuntherapie. eliminiert werden. Diese Praelimi- 
nierung der Suppressorzellen ist conditio sine qua non 
fur alle Formen der Immuntherapie; sie gilt im Prinzip 
fur alle Tumorarten und ist abhangig von der Individua- 
lity und genetischer Variabilitat von Tumoren. Ihre 
generalisierte Bedeutung resultiert aus der Tatsache, 
daB hier nicht die individuell unterschiedlichen Tumor- 
zellen; sondern die tumorprotektiven Suppressorzellen, 
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die einheitliche, humanspezif ische Merkmale bzw. Ober- 
flachenstrukturen aufweisen, eliminiert bzw. inaktiviert 
werden; deshalb ist hier eine weitgehende Standardisie- 
rung der einzusetzenden Substanzen und Substanzgemische 
moglich. 

Weil es auch in der Zukunft nicht denkbar ist, daB die ' 
restlichen Primar tumor- und/oder (Pramikro)met^stasen- 
zellen eiiminierbar waren und somit Tumorrezidive 
praktisch "vorprogrammiert" sind f kann nur auf einer 
aktiven Bekampfung der Resttumorzellen durch pra- oder 
reaktivierte tumorizide Effektor zellen aufgebaut werden; 
diese besitzen das feine Instrumentarium zur Erkennung 
und Auffindung der nach Operation, Radio- oder Chemo- 
therapie zuriickgebliebenen Resttumorzellen. Bekanntlich 
konnen aktivierte Makrophagen, aber auch NK-Zellen, 
trans formierte Zellen erkennen und abtoten. 

Bei der erf indungsgemaBen, von der Tumorart unabhangi- 
gen Immuntherapie werden (nach der operativen Entfer- 
nung der Tumorhauptmasse) in der Phase I (Immun-Derepres- 
sion) tumorprotektive Suppressorzellen des Patienten 
(z.B. mit monoklonalen AntikSrpern) eliminiert bzw. 
coeliminiert. 

In der anschlieBenden Phase II (Pra- bzw. Reaktivierung 
der Patienten- Immunabwehr) werden die Patienten-Ef f ektor- 
zellen, insbesondere bei tumoriziden Ef fektorzellen, 
entweder ex vivo prSaktiviert und dem Patienten reinji- 
ziert oder aber direkt in vivo reaktiviert, was nach 
der vorausgegangenen Suppressorzell-PrSeliminierung 
(Phase I) mSglich wird. Unter Ef fektorzellen werden 
hier Makrophagen, NK-Zellen und K/ADCC-Zellen verstan- 
den. 
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Wenn im folgenden von Antikorpern, auch als AK bezeich- 
net, die Rede ist, so sind darunter hier, wenn nicht 
ausdriickiich. anders vennerkt, monoklonale und polyklonale 
Antikorper sowie deren Fragmente, insbesondere Fab und 
(Fab ' ) 2 -Untereinheiten zu verstehen. 

Die Elininierung/Coeliminierung von Suppressorzellen 
kann spezifisch oder generell (tumor-unspezif isch) un- 
spezifisch erfolgen. Geeignet sind fiir Komponente A: 
Antikorper, die spezifisch fiir Suppressor-Zellen sind, 
z.B. Anti-CD8/Leu2/T8 (T5) -Mab; spezifisch fiir Suppres- 
sor-Inducer-Zellen sind, z.B. Kombination aus (sub- 
cytolytisch zu dosierenden) Antikorper, gerichtet gegen 
die auf der Zelloberf lache dieser Suppressor-Prakursor- 
Zellen bef indlichen- Antigene Leu3 (CD4/T4) , Leu8 und 
Leul8 (CD45R) ; spezifisch fiir Suppressor-Transducer-Zel- 
len sind, z.B. Anti-CD1/Leu6/T6-AK, Anti-CD38/ Leul7/- 
T10-AK; spezifisch fiir eine Subpopulation von radiosen- 
sitiven Suppressor ( Inducer) -Zellen sind, z.B. Anti-CD4/- 
Leu3/T4-AK; spezifisch fiir inmunkompetente (pan)-T- 
Zellen sind, z.B. Anti-CD3/Leu4/T3 , Anti-CD5/Leul/ 
Tl-AK, Anti-CD 2 /Leu5b/Tll-AK , zum Teil Anti-CD7/Leu9-AK 
sowie Antikorper gegen die Oberf ISchenantigene Leu7 und 
Leu8; spezifisch fiir (pan) -Leukozyten sind, z.B. Anti- 
CD4 5/HLe-l-Mab sowie Antikorper gegen das Oberf lachenan- 
tigen Leu8; polyklonale/polyvalente Antikorper bzw. 
Globuline (1) gegen T-Zellen und Thymozyten und (2) 
gegen Lymphozyten, nach Art von ATS/ATG bzw. ALS/ALG. 

Es konnen auch AntikSrper gegen aktivierte T-Zellen mit 
sehr schneller Wirkung eingesetzt werden. Solche Anti- 
korper sind: Anti-Trans f err in-Rezeptor-AK/ Anti-T9-AK , 
ferner Anti-CD25/IL-2-Rezeptor/Tac-AK sowie Anti-CD38/- 
Leu-17/T10-AK. 
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Die genannten Antikorper konnen auch kombiniert werden, 
bevorzugt sind z.B. die Kombination von Anti-CD8/Leu2/T8- 
AK mit Anti-CD 4 /Leu3/T4-AK, Anti-CD3/Leu4/T3-AK, Anti-CD5/- 
Leul/Tl-AK und/oder Anti-CD2/Leu5b/Tll-AK. Eine weitere 
bevorzugte Kombination ist Anti-CD8/Leu2/T8-AK mit 
Anti-CD45R/Leul8 und/oder Anti-CD4/Leu3/T4 sowie Anti- 
CDllb-AK. 

Vorteilhaft ist es, fur Komponente A He terokon jugate zu 
verwenden, bei denen ein Teil spezifisch oder unspezi- 
fisch mit Suppressorzellen bindet und der andere Teil 
entweder toxisch fiir Suppressorzellen ist oder die 
Vernichtung dieser Zellen bewirken kann. Beispiele 
hierfiir sind: 

(a) RES-abhangig: Heterokon jugate aus AK der IgG-Sub- 
klasse (bindefahig mit Suppressorzellen) und 
Staphylococcus aureus-Protein A; Heterokon jugate 
aus AK und Anti-Spezies (Maus)-Ig (mit bzw. ohne 
Complement) ; He terokon jugate aus AK und humanem, 
praaggregiertem IgG (mit bzw. ohne Complement) ; 

He terokon jugate aus AK und Complement bzw. Comple- 
ment-Untereinheiten; Heterokon jugate aus AK und 
xenogenen Proteinen. 

(b) RES-unabhangig: Kon jugate von gegen Suppressorzellen 

gerichteten Antikorpern oder deren Pragmenten mit 

Zelltoxinen ( "Immuntoxine ,f ) , wie Ricin bzw. Ricin- 

alpha-Kette, Abrin f Diphterie-Toxin/Toxoid, Puro- 

thionin, Modeccine, Pseudomonas -Exotoxin, Gelonin 

oder Pokeweed-Toxin; mit Radionukliden, wie 131 / 12 V 
111- 99 m , 90 ' 
In, Tc oder Yt oder mit Cytostatika, wie 

Doxorubicin, Adriamycin, Daunomycin, Mitomycin C, 

Methotrexate, Vinkaalkaloide oder Anthrazykline. 

Die Xenogenisierung der AntikOrper zur beschleunigten 
RES-Eliminierung kann mit Paratop/Idiotyp-erhaltender 
Behandlung mit Formaldehyd oder Glutar (di) aldehyd 
erzielt werden; dies gilt ftlr alle Antikerp*r und deren 
Konjugate/ He terokon jugate. 

0NSOOC1D <W0 69096»A1> 



WO 89/09620 



PCI7EP89/00403 



- s - 

Um eine Neutralisierung heterologer, z.B. muriner 
Antikorper bei wiederholter Behandlung zu verhindern, 
konnen verschiedene MaBnahmen ergriffen werden. Es kann 
die Spezies des Antikorpers bei gleicher Spezifitat 
variiert werden. 3esser geeignet ist die Verwendung von 
Anti-CD4/Leu3/T4-Mab und/oder Anti-B-Mabs (z.B. Anti-CD21) 
und/oder Anti-HLA-DR und/oder Anti-CD25- und/oder 
Anti-T9- Mab, welche die Bildung von neutralisierenderi 
Antikorpern unterbinden. Anstelle von Anti-CD25-Mab 
kann ein Konjugat aus IL-2 und einem Cytotoxin verwendet 
werden. Weiterhin konnen die Antikorper, bevorzugt 
deren Fab/F (ab 1 ) 2~Untereinheiten mit humanen Serumpro- 
teinen, bevorzugt IgG, besonders bevorzugt mit IgG-Aggre- 
gaten bzw. mit Formaldehyd oder Glutaraldehyd vorbehandel- 
tem IgG mit starken Tolerogenen wie D— GL , isologe IgG, 
PEG , PVP, gekoppelt sein. 

Eine andere Variante besteht darin, Kon jugate aus 
xenogenen Proteinen, insbesondere Immunglobuline mit 
Cytotoxinen, bevorzugt zusammen mit Konjugaten aus den 
gleichen xenogenen Proteinen und Tolergenen (D-GL) der 
Komponente A zuzusetzen. Ebenso besteht die Moglichkeit 
der Toleranzinduktion nach der Chiller /Weigle-Methode . 
Dazu werden toleranzinduzierende , hoch gereinigte, 
aggregatfreie, heterologe Proteine , bevorzugt speziell 
gereinigte, von Teilaggregaten befreite Antikorper vor 
der Behandlung mit dem nicht vorgereinigten Antikorper 
dem Patienten injiziert. Eine andere Moglichkeit besteht 
darin, heterologe Proteine, gegen die Toleranz induziert 
werden soli, oral zu verabreichen. Die so induzierte 
Immuntoleranz folgt dem Sulzberger /Chase-Prinzip. 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form werden ftlr Kompo- 
nente A die oben auf geftlhrten Antikorper und (Hetero)kon- 
jugate mit Suppressorzell-schwachenden Substanzen, wie 
Indomethazin, Cimetidin, Theobromin, Caff ein, Theophyllin, 
Cycloheximid , Aminophyllin , Descxyguanosin , Isoproterenol 
und Histamin-Antimetaboliten kombiniert. 
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Bevorzugt werden auch fur Komponente A Kombinationen 
mit Suppressor-spezif ischen Lektinen wie Concanavalin A 
(ConA) und/oder PNA (peanut agglutinin) sowie mit 
einigen sub-dosierten Cytostatika, in erster Linie 
Alkylantien (Cyclophosphamid) eingesetzt. 

Dm auch die gegebenenf alls durch die angewendeten Sub-- 
stanzen von Komponente A nicht erfafiten VorlSuf er-Sup- 
pressorzellen zu inaktivieren , kSnnen zusatzlich noch 
mit diesen Zellen bindefahige AntikSrper eingesetzt 
werden, z.B. mit CD1/Leu6/T6 oder CD38/Leul7/T10 binde- 
fahige AntikSrper. Ebenso sind hierfiir auch gegen das 
auf Vorlauferzellen exprimierte TdT (terminal Deoxynuk- 
leotidyl Transferase) -Antigen geeignet. 

Zur tumorunspezif ischen Coeliminierung von aktiven/akti- 
vierten Suppressorzellen konnen, da die aktiven/ aktivier- 
ten Suppressor-T-Zellen ahnlich wie andere aktivierte 
T-Zeil-Subpopulationen CD25/IL-2 (Tac) -Rezeptoren, 
Leul7/Tl0-Oberf lachenantigen und/oder T9 /Trans ferrin-Re- 
zeptor exprimieren die entsprechenden damit bindefahigen 
AntikSrper ggf . in -Form von Konjugaten aus Liganden 
(IL-2; Transfer in) und Cytotoxinen verwendet werden. 
Geeeignet sind dazu beispielsweise Anti-CD25-AK, Anti- 
Leul7-AK, Anti-T9-AK sowie entsprechende Immuntoxine, 
IL-2-Kon jugate mit Cytotoxinen und/oder Trans f err in-Kon- 
jugate mit Cytotoxinen. 

Die AntikSrper und die daraus gebildeten Immuntoxine 
kSnnen mit den Ligand: Cytotoxin-Konjugaten kombiniert 
werden, um die Wirkung weiterhin zu verstSxken. 

In einer weiteren bevorzugten Aus fiihrungs form der 
Erfindung werden zur selektiven Eliminierung der Sup- 
pressorzellen mehrere mit Suppressorzellen und deren 
Vorlauferzellen reagierende AntikSrper in sublytischer 
Dos is verwendet, wobei dann nur die Zielzellen, d.h. 
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Suppressorzellen, RES-eliminiert werden, die durch An- 
lagerung mehrerer Antikorper an der Zelloberf lache die 
kritische Antikorper-Grenzdichte iiberschreiten. In 
einer Variante hierzu werden die Oberf lachenstrukturen 
mit Antikorpern uberbriickt, wobei dann an so "markier- 
te ,f Zielzellen cytotoxische Substanzen gekoppelt werden 
konnen. 

Fiir Komponente A konnen beispielsweise Kombinr.tionen 
von AK in sub-lytischer Dosis von Anti-CD8/Leu2/T8 (T5 ) -AK 
und Ant:i-CDllb/Leul5/CR 3 -AK oder Anti-CD4/Leu3/T4-Mab 
und Anti-Leu8-Mab und Anti-CD45R/Leul8/-Mab in freier 
Form oder konjugiert mit Cytotoxinen, Cytostatika oder 
Radionukliden verwendet werden. 



Alternativ hierzu konnen die Suppressorzellen und ihre 
Prakursoren durch Fab- bzw. F (ab 1 ) 2 ~Untereinheiten der 
erwahnten Antikorper-Gemische und durch die anschlieBen- 
de Quervernetzung mit Anti-Fab (F (ab ') 2 -Antikorpern "mar- 
kiert" werden; die Konjugierung des briickenbildenden 
Anti-Fab(F(ab , ) 2 -lg niit Cytotoxinen, Cytostatike oder 
Radioisotopen unterstiitzt oder ersetzt die RES-Eliminie- 
rung. 

Nach einer anderen Variante konnen die Suppressorzellen 
bzw. deren Prakursoren durch ein entsprechendes AK-Gemisch 
und die anschlieBende Bruckenbildung ("cross-linking") 
mittels Anti-Species (Maus) -AK bzw. AK-Untereinheiten 
"markiert" und zur Beschleunigung der Zielzell-Lyse 
noch mit obengenannten cytotoxischen ■ Komponenten konju- 
giert werden. 

Eine weitere Variante ist die Beladung eines Suppressor- 
zell-spezifischen Oberf lachenantigens mit der Fab (F (ab • ) 0 - 
Untereinheit des korrespondierenden AK und die Querver- 
netzung mittels eines Konjugats aus dem AK gegen das 2. 
(und 3.) Oberf lachenantigen mit dem Anti-Fab (F (ab 1 )*~-Ig. 
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Das gleiche Ziel kann auch durch die Kombination von 
Biotin-konjugierten AK, mit Avidin oder Anti-Biotin-Glo- 
bulin konjugierte AK erreicht werden, wobei die AKs je- 
weils gegen verschiedene Oberf lachenantigene der Suppres- 
sorzelle gerichtet siiid. So ist z.B. eine Kombination 
von Anti-CD 3- oder Anti-TCR-1/WT3 1- , z.T. auch Anti-CD 2 -AK 
mit Avidin- oder mit Anti-Biotin-Ig-konjugierten Antikor- 
pern, die fiir die interessierende T-Zell-Subklasse spezi- 
fisch sind, vorteilhaft. Bei einer anderen Variante 
wird der Bio tin- konjugierte mitogene AK durch deren 
Fab- bzw. F (ab ' ) 2 -Untereinheiten und der Avidin- oder 
Anti-Biotin-Ig-konjugierte AK durch die entsprechenden 
Konjugate mit den Mab-Dntereinheiten ersetzt. 

Alternativ zur letzten Variante konnen die AK gegen 
mehrere Suppressor-zellspezif ische Antigene gerichtet 
sein, die alle mit Biotin konjugiert sind, so daB sie 
miteinander nicht "kombinieren" , mit Anti-Biotin-Antikor- 
per oder Bis/Tris-Avidin-Konjugaten guervernetzt werden. 

Die nach-obigen Varianten "markierten" Suppressorzellen 
konnen direkt RES eliminiert, oder - nach Konjugation 
mit Zelltoxinen - RES-unabhangig inaktiviert werden. 

Durch Kopplung von Cytotoxinen an Antigene bzw. an 
entsprechende Anti-Idiotypen (bzw. deren Fab/F (ab 1 ) 2 " 
Untereinheiten) konnen selektiv die tumorspezif ischen, 
Idiotyp-tragenden T- und B-Zellen eliminiert werden. 
Obwohl neben den tumor-spezif ischen Suppressor-T-Zellen 
auch die evtl. existierenden, . aber inef fektiven, da * 
blockierten cytotoxischen T-Zellen, sowie die tumor- 
spezif ischen B-Zellen, deren Rolle problematisch bzw. 
negativ ist, miteliminiert werden, ist dies belanglos, 
da diese Zellen bald aus den Pr&kursorzellen nachgebil- 
det werden. Wesentlich ist die Durchbrechung der tumor- 
spezifischen Toleranz durch Eliminierung der Suppres- 
sorzellen. 
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Diese tumor-spezif ische Suppressoreliminierung ist nur 
bei bekannten Tumor antigenen moglich. 

Urn eine Nachrekrutierung der tumor-spezif ischen Sup- 
pressorzellen einzuschliefien, wird die Kombination mit 
Konjugaten aus Antigen bzw. Anti-Idiotyp (Fab/F (ab 1 ) 2 ~ 
Untereinheit) plus Tolerogen (z.B. D-GL) empfohlen. 

Bin alternativer Weg sieht vor, durch die Pragenerie- 
rung von tumor-spezif ischen Anti-Idiotyp-Subklonen der 
T- und/oder B-Zell-Reihe die Neuentstehung der Idiotyp- 
tragenden Suppressorzellen nach deren Eliminierung zu 
unterbinden. Die Basis fiir diesen alternativen oder 
erganzenden Weg ist die immunologische Netzwerktheorie 
nach Jerne und Wigzell. 

Fiir diese Aus fiihrungs form geeignet sind Konjugate aus 
Tumorantigenen bzw. aus den Anti- Idiotyp-Antikorpern 
oder deren Untereinheiten mit Cytotoxinen und/oder 
starken Tolerogenen (z.B. D-GL) ggf . zusammen mit 
Anti-Idiotypen bzw. deren Fab/F (ab •) 2~Untereinheiten 
eventuell kombiniert mit Anti-Tumor-Antik5rpern als 
alleinige, nicht-suppressive Behandlung* 
In einer bevorzugten Aus fiihrungs form werden durch 
PrSaktivierung bzw. klonale PrSexpansion bei der Elimi- 
nierung neben den aktiven Suppressorzellen auch deren 
Prakursoren (Inducer- und/oder Transducer-Suppressor- 
zellen) weitgehend miterfaBt. Durch mutogene Lektine 
(ConA, PNA) und/oder subdosierte mitogene Antikorper 
wie Anti-CD3-, Anti-Ti- oder Anti-CD2-Antik5rper und/oder 
IL-2 bzw. IL-3 werden die klonal prSexpandierten Suppres- 
sorzellen des Patienten zur weiteren Proliferation 
angeregt und anschlieBend mit Alkylantien wie Cyclo- 
phosphamid; Anti-CD8-Antik6rpern und/oder Anti-CD25- 
(Anti- T9-, Anti-HLA-DR-) -AK bzw. entsprechenden Immun- 
toxinen und/oder Konjugaten aus IL-2 oder Transferrin 
mit Cytotoxinen eliminiert. 
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Die zweite wesentliche Komponente B des erf indungsge- 
mafien Arzneimittels bewirkt die Aktivierung der Effek- 
torzelle. Die Aktivierung kann entweder in vitro an den 
von Patienten entnoiranen Blutproben oder in vivo erfolgen. 

Fur die in vitro bzw. ex vivo Aktivierung der Patien- 
ten-Ef fektorzellen ebenso wie fur die in vivo-Aktivie- ' 
rung, konnen alle Substanzen verwendet werden, die 
T-Zellen zur Proliferation anregen. Geeignet sind hier- 
zu insbesondere Lymphokine und Monokine. Bevorzugt 
werden IL-2, IL-1, M-CSF, GM-CSF, IL-3, IL-2 plus M-CSF 
bzw. GM-CSF bzw. IL-3 allein Oder in Kombination zur in 
vitro Praaktivierung von Effektorzellen der Lymphozyten- 
Zellkultur des Patienten zugesetzt. 

Um das Wachstum der unerwunschten Suppressorzellen in 
diesen Zellkulturen zu verhindern, kann zusatzlich auch 
hier Anti-CD8/Leu2/T8-AK, allein oder kombiniert mit 
Anti-CD4/Leu3/T4-AK und/oder Anti-CD45R/Leul8-AK, " 
Anti-CD45R/leul8-AK allein oder kombiniert mit Anti- 
CD8/Leu2/T8-AK verwendet werden. 

Weitere Kombinations-Praparate enthalten die erwahnten 
AntikSrper (mit oder ohne die einzelnen aufgefQhrten 
Cytokine bzw. hamatologische Wachstumshormone) und 
sub-dosierte mitogene Antik5rper- wie (Anti-CD3/Leu4/T3- 
AK, Anti-TCR-l/WT31(Ti)-AK, Anti- CD2/LeuS/Tll-AK 
und/oder subdosierte mitogene Lektine (PHA) . Ein weiterer 
Bestandteil solcher AK-Kombinationspraparate kSnnen 
Immunmodulatoren (BRM, "biological response 
modifiers") , wie MDP, MTP-PE und/oder inaktivierte Bak- 
terien, wie C. parvum oder BCG sowie Bakterien-Lysate 
sein. 

Geeignet fur Komponente B sind auch Interferon sowie 
Anti-PGE2 (Prostaglandin E2) und/oder " Anti-Cortico- 
steroid-AntikSrper . 
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in einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt Komponente 
B Heterokonjugate in Kombination mit IL-2 und/oder 
IL-1. 

Fur die Heterokonjugate gibt es verschiedene Varianten. 
So konnen z.B. zur unspezi'f ischen/polyklonalen Oder 
turocr-spezifischen/monoklonalen Stimulierung der Immuno- 
zyten Heterokonjugate, die T4- bzw. T8-2ellen durch 
Uberbruckung ("cross linking") immunrelevanter Membran- 
strukturen aktivieren, verwendet werden. Diese Hetero- 
konjugate verdanken ihre Wirkung dem Grundprinzip , daB 
eine Quervernetzung bzw. Uberbriickung ( "cross -linking" ) 
von immunrelevanten Oberf lachenstrukturen immunkompe- 
tenter Zellen, vpr allem T4- und T8-Zellen aktiviert 
wird. Im Prinzip handelt es sich urn eine Simulierung 
der Vorgange, die physiologischerwei.se zur Zellaktivie- 
rung fuhren, z.B. bei T4-Zellen durch KurzschlieBung 
("cross-linking") der CD3/Ti- mit den CD4/-Molekulen 
(via HMC classII-St-rukturen auf Makrophagen) und bei 
T8-Zellen durch cross-linking von CD3/Ti mit CD8 (via 
MHC class I) . Durch gezielten immunregulatorischen 
Eingriff mittels dieser Heterokonjugate kann der bei 
Patienten mit Krebs, AIDS oder anderen (retro) viralen 
Infektionen gestorte erste Schritt, die Antigen-Prasen- 
tierung durch Makrophagen und andere APC, der zur 
Immuntoleranz fiihrt, umgangen werden. 

Diese Quervernetzung der immunrelevanten OberflSchen- 
strukturen ("cross-linking") durch Heterokonjugate 
betrifft folgende Membranmolekiile bei T4- bzw. T8-Zel- 
len: 

Das "cross-linking" von CD4 mit CD3/Ti zur Aktivierung 
von T4 -Zellen; von CD 8 mit CD3/T1 zur Aktivierung von 
T8-Zellen; von Fc-Rezeptor mit IgM mit CD3/Ti (Aktivie- 
rung von T4 ("T M ") -Zellen und von Fc-Rezeptor fvir IgG 
mit CD3/Ti (Aktivierung von T8 ("T G ")-Zellen. 
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Zur unspezifischen/polyklonalen Aktivierung von T4-Zel- 
len sind He terokon jugate aus Anti-CD3/Ti-AK, bzw. aus 
Anti-CD3-AK oder Anti-Ti-AK mit dem HLA-DR-Molekiil Oder 
mit Anti-CD4-AK sowie Heterokon jugate aus mitogenen 
Lektinen vie PHA nit dem HLA-DR-Molekiil oder Anti-CD4- 
AK geeignet. Anstelle der Antikorper konnen die entspre- 
chenden Fab- bzw. F (ab ' ) 2 "Untereinheiten und anstelle ■ 
von Lektin dessen Untereinheiten (Spaltprodukte) im 
Konjugat eingesetzt werden. 

Zur unspezif ischen Aktivierung von T8-Zellen konnen 
Heterokon jugate von Anti-CD8-AK, bzw. dessen Unterein- 
heiten mit HLA-A, B,C-Molekul verwendet werden. 

Die tumor spezif ische/monoklonale Aktivierung von T4-Zel- 
len kann mit Heterokonjugaten von Tumor antigen mit 
HLA-DR oder Ant i -CD 4 -Antikorper sowie Heterokonjugaten 
aus Anti-Idiotyp-Antikorpern des Tumorantigens und aus 
dem HLA-D R-Mo lekii 1 oder Heterokonjugaten aus dem Anti-Idio- 
typ des Tumorantigens und aus Anti-CD4-AK erfolgen. 

Anti-Idiotyp- Antikorper des Tumorantigens werden durch 
Immunisierung des 1. Tieres (z.B. Maus) mit Tumorantigen 
und durch die Immunisierung des 2. Tieres mit der Fab/ 
F (ab 1 ) 2 - Untereinheit des Tumorantigen-spezif ischen Inunun- 
globulins und Isolierung des Anti-Idiotyp-Globulins 
gewonnen. 

Fiir die tumorspezif ische Aktivierung von T8-Zellen sind 
He terokon jugate von Anti-CD8-AK mit HLA-A , B f C oder 
mitogene Lektine bzw. deren Untereinheiten (Spaltprodukte) 
als Konjugatbestandteil geeignet. 

Fiir Komponente B sind auch Heterokon jugate geeignet, die 
T4- bzw. T8-Zellen durch AntikSrper-gesteuerte Interak- 
tion mit Makrophagen (und anderen APC) aktivieren. 
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Diese Art der unspezif ischen/polyklonalen bzw. tumorspe- 
zif ischen/monoklonalen T-Zellaktivierung basiert auf 
einer immunregulatorisch gesteuerten T-Zell-Interaktion 
mit dem Makr.cphagen bzw. -APC. Auch hier handelt es sich 
im Prinzip und eine Simulierung physiologischer T:APC-In- 
teraktion durch gezielte Zellannaherung mittels zellspe- 
zifischer Antikorper. Diese T:APC-Interaktion, mit der 
Folge der T-Zellaktivierung, wird durch Heterokon jugate 
bzw. hybride Antikorper von Antikorpern gegen Makrophagen 
(APC) -Oberf lachen-Antigene und gegen den CD3 /Ti-Antigen- 
Rezeptor auf T4- und T8-Zellen herbeigef tthrt . 

Fur die unspezif ische/polyklonale Aktivierung von T4- 
und T8-Zellen konnen Heterokon jugate von Anti-CDllc/Leu- 
K5-AK, Anti-CD14/Leu-M3-AK oder Anti-CD15/Leu-Ml-AK mit 
Anti -CDS /Leul /TI-AK oder Anti-CD2/Leu5b/Tll-AK, Hetero- 
konjugate von Anti-CD 16/Leul la (b f c) -AK mit Anti-CD5/Leul/- 
Tl-AK oder Anti-CD2/Leu5b/Tll-AK oder Heterokon jugate 
von Anti-CDllc/Leu-M5-AK, Anti-CD 1 4 /Leu-M3 -AK , Anti-CDIS/- 
Leu-Ml-AK oder Anti-CD 16/Leul la (b , c) -AK mit Anti-CD3 /Ti-AK 
verwendet werden. 

Statt Anti-CD3 mit Ti-AK konnen auch mitogene Lektine 
wie PHA bzw. deren Untereinheiten (Spaltprodukte) ein- 
gesetzt werden. 

Zur tumorspezif ischen/monoklonalen Aktivierung von T4- 
und T8-Sellen konnen Heterokon jugate von Tumorantigen 
oder entsprechenden Anti-Idiotyp-Antik6rpern mit Anti- 
CDllc/Leu-M5-AK, Ant i -CD 14/ Leu-M3 -AK , Anti-CD15/Leu- 
Ml-AK oder Anti-CD16/Leulla (b,c) -AK verwendet werden. 
Auch hier kann der Anti-CD3 /Ti-AK durch mitogene Lektine 
bzw. ihre Spaltprodukte im Konjugat ersetzt werden. 

Die genannten Heterokon jugate , die auch als hybride 
Antikorper bezeichnet werden, kSnnen nach an' sich 
bekannten Methoden durch chemische Kopplungstechniken, 
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wie sie z.B. in der Af f initatschromatographie zur Pro- 
teinkopplung (Immobilisierung) verwendet werden, oder 
aber durch Hybridoma-Bildung 2. Generation, d.h. durch 
Fusionierung von Hybridomazellen, die Mabl produzieren, 
mit Hybridomazellen, die Mab2 als 2. Bestandteil des 
Heterokonjugats produzieren, hergestellt werden. Bevor- 
zugtes Ropplungsreagenz ist die heterobif unktionelle * 
Verbindung SPDP (N-Succinimidyl-3- (2-pyridyldithio) -pro- 
pionat) . 

Eine Immunstimulation kann durch Uberbriickung des CD3- 
oder des Ti- oder des CD2-Molekiils mit dem Fc-Rezeptor 
fur IgM (Aktivierung von T4-Zellen) bzw. fiir IgG. (Akti- 
vierung von T8-Zellen) bewirkt werden. Fiir eine unspe- 
zifische Aktivierung der T4-Zellen konnen daher fiir 
Komponente B auch mitogene AntikSrper des IgM-Isotyps 
direkt oder als Heterokon jugate, bestehend aus diesen 
mitogenen Antikorpern und dagegen gerichteten (z.B. 
Kaninchen-Anti-Maus-Ig) -Ar.-.korpern des IgM-Isotyps, 
verwendet werden. Alternc-i" konnen die He terokon jugate 
auch Fab/F (a±> M 2" Unter -^ r ^" 3 --" des mitogenen Antikfir- 
3ers und den Fc-Teil des '.r-otyps (Fc u) enthalten. 

Mitogene Antikorper sind CD3-, Anti-CD2-, Anti-Ti- 

und evtl. Anti-CD5-Antikor?er . Entsprechend kann eine 
unspezif ische T8 (T^) -Aktivierung durch Ersatz des 
IgM-Isotyps durch den IgG-Isotyp erreicht werden. 

Fiir die spezif ische Aktivierung der T4- bzw. T8-2ellen 
konnen im Prinzip die gleichen Heterokon jugate wie bei 
der unspezif ischen T-Zell-Stimulierung verwendet werden, 
wobei die mitogenen AntikSrper durch das Antigen bzw. 
den entsprechenden Anti-Idiotyp-Antik6rper ersetzt 
werden. Es ist vorteilhaft, ans telle des Antigens seine 
Fragmente, d.h. enzymatische Abbauprodukte , und anstelle 
von Anti-Idiotyp-Antikorpern die 6-15-Aminosauren-halti- 
gen peptidischen Fragmente zu nehmen, da hierdurch die 
Aktivierung erleichtert und das Spektrum der fOr einzelne 
Epitope des Antigens spezif ischen Klone erweitert wird. 

BMSOOC1D <WO W09«20A1> 



WO 89/09620 



PCT/EP89/00403 



- (5 - 



T-Zellen konnen auch durch eine gezielte, Makropha- 
gen-unabhangige KurzschlieBung des Rezeptors fur Signal 
1 mit dem Rezeptor fiir Signal 2 auf der OberflSche der 
T-Zelle aktiviert werden. 

Eine weitgehend APC-unabhangige Aktivierung der'T4-Zel- ■ 
len kann durch spezielle Heterokon jugate , bestehend aus 
Signal 1 (Antigen bzw. Mitogen) und aus Signal 2 (IL-1* 
Oder Tp44 bzw. Tp67) erzielt werden. Entsprechend kann 
eine T 8 -Aktivierung durch Heterokon jugate, bestehend 
aus Signal 1 (Antigen bzw. Mitogen) und aus Signal 2 
(IL-2) erreicht werden. Tp44 bzw. Tp67 konnen durch 
entsprechende Fab/F (ab 1 ) 2 ~Untereinheiten ersetzt werden. 

Fiir die unspezif ische (polyklonale) Aktivierung von T4- 
Zellen konnen daher als Komponente B Heterokonjugate aus 
einem Mitogen (mitogenem Antikorper bzw. seiner Fab/Ffab'Jj- 
Untereinheit oder Lektin bzw. seiner Untereinheit) und 
IL-1 oder Tp44 bzw. Tp67, eingesetzt werden. Die beiden 
Antikorper Tp44 und Tp67 konnen IL-1 als Signal 2 er- 
setzen. Sie wirken synergistisch auf eine T-Zell-Akti- 
vierung durch mitogene Antikorper (Anti-CD3- bzw. 
Anti-Ti-Mab) . 

Die pezifische (monoklonale) Aktivierung von T4-Zellen 
wird in antigen-spezif ischer Weise mit Heterokon jugaten, 
bestehend aus dem Antigen bzw. Anti-Idiotyp-Antikorper 
und IL-1 oder Tp44 bzw. Tp67 bewirkt. 

Auch fiir diese Aus fiihrungs form ist es bevorzugt, eine 
hydrolytische Pradegradierung des Antigens bzw. des 
entsprechenden Anti-Idiotyp-Antikorpers vorzunehmen, urn 
Heterokonjugate mit hoherer Effizienz und breiterer 
Klonaktivierung zu erhalten. Auch in diesen Konjugaten 
konnen Tp44 und Tp67 durch entsprechende Fab/F (ab 1 ) 2 ~Un- 
tereinheiten ersetzt werden. Weiterhin ist es m6glich, 
T4-Zellen durch eine Kombination von IgM mit Anti-IgM- 
Antikorpern zu aktivieren. 
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Ftlr die unspezifische (polyklonale) Aktivierung von 
T8-Zellen kann Komponente B He terokon jugate enthalten, 
die aus einem Mitogen (mitogenem Antikorper bzw. seiner 
Tab/F (ab 1 ) 2 ~Untereinheit oder Lektin bzw. seiner Unter- 
einheit) und IL-2 bestehen. Vorteilhaft werden diese 
He terokon jugate mit solchen, bei denen IL-2 durch IL-1 
bzw, Tp44 (Tp67) ersetzt ist f oder mit freiem IL-1 
kombiniert, da die T8-Zellen ftir die Dif ferenzierung 
und Proliferation auch IL-1 benotigen. 

Eine spezifische (monoklonale) Aktivierung von T8-Zel- 
len kann mit Heterokonjugaten, bestehend aus Antigen 
bzw. Anti-Idiotyp-Antikorpern und IL-2 erfolgen. Anti- 
gen- bzw. Anti-Idiotyp-Antikorper , mSglichst angereichert 
durch eine Idiotyp-Chromatographie, d.h. Passaga durch 
eine, mit dem spezifischen Antikorper gegen das betref- 
fende Antigen (Tumorantigen) beladene Saule, sind als 
Bestandteile der He terokon jugate gegentiber en "nicht-pro- 
zessierten" Antigenen bevorzugt. Auch hier sind Kombi- 
nationen mit Heterokonjugaten, bei denen IL-2 durch 
IL-1 ersetzt ist oder mit freiem IL-1 besonders bevor- 
zugt. 

Eine weitere Variante der Erfindung macht sich die 
Stimulierung der Ef fektorzellen durch Kopplung von 
einigen, diese Ef fektorzellen aktivierende Enzyme an 
Antikorper mit SpezifitSt fur diese Ef fektorzellen zu- 
nutze. Es wurde gezeigt, daB Enzyme wie Proteasen, 
Lipasen, Mucopolysaccharidasen und Lysozym in kurzer 
Zeit Ef fektorzellen wie Makrophagen und NK-Zellen f 
stark aktivieren k5nnen. Nachdem eingehende eigene 
Untersuchungen zeigten, daB Eine enzymatische (proteo- 
lytische) Vorbehandlung der Ef fektorzellen ergibt schon 
innerhalb von 5 bis 10 Minuten {nach einer 30- bis 
60-miniitigen Regenerationsphase) eine Aktivierung von 
bis zu 700 % bei Makrophagen und eine Aktivierung von 
bis zu 1300 % bei NK-Zellen. Geeignet Enzyme sind z.B. 
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Proteasen wie Trypsin, Chymotrypsin , Papain, Bromelin 
sowie andere tierische und pflanzliche Proteasen, incl. 
medizinisch (fur andere Indikationen) eingesetzte Uro- 
kinases Streptokinasen, t-PA ("tissue plasmine. acti- 
vator") , Lipasen (Al, A2, B, C) ; Mucopolysaccharidasen 
und sonstige Enzyme, die die Oberflache der Effektorzel- 
len verandern und somit diese Ef f ektorzellen aktivieren. 

Da einige der getesteten Enzyme auch von akti/ierten 
Makrophagen als Exoenzyme ausgeschieden werden, wird 
angenommen, daB diese Hydrolasen nicht nur dem Abbau 
der Zielzelle, sondern auch der Autoaktivierung des 
Makrophagen sowie der Coaktivierung der kooperierenden 
Ef fektorzelle (z.B. NK-Zelle) dienen. 

Um die Ef fektorzelle gezielter zu aktivieren, werden 
als Komponente B bevorzugt Heterokon jugate von Enzymen 
(Proteasen , Lipasen , Mucopolysaccharidasen , insbesondere 
Lysozym und Neuraminidase/Sialidase) mit Ef f ektorzell-spe- 
zifischen Antikorpern verwendet. Diese Antikorper konnen 
Spezifitat fur Makrophagen (z.B. CDllc/CD14/CD15) , 
NK-Zellen (CD16, Leul9) oder CTLs (CD3/CD2/CD5) aufweisen. 

Um eine Coaktivierung etwa vorhandener Suppressor-Mono- 
zyten zu verhindern, werden die Makrophagen/Monozyten- 
spezifischen Antikorper (z.B. CDllc/CD14) bevorzugt mit 
Prostaglandin-Inhibitoren (z.B. Indomethacin , Aspirin) 
konjugiert. 

Um die vorzeitige Neutralisierung der von aktivierten 
Makrophagen sezernierten Proteasen durch ebenso von 
Makrophagen ausgeschiedenes alpha2-Makroglobulin und 
alphal-Proteinase-Inhibitor zu verhindern, k6nnen 
Heterokonjugate aus den gleichen Anti-Makrophagen/Mono- 
zyten-Antikorpern mit Anti-alpha2-Makroglobulin, Anti- 
alphal-Proteinase-Inhibitor , Anti-Trypsin und/oder 
Ant i -Chymotrypsin verwendet werden. 
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Besonders bevorzugt wird zur direkten Makrophagen-Aktivie- 
rung ein Konjugat aus Anti-Makrophagen/Monozyten-Anti- 
kfirpern mit Endotoxin oder gamma- Inter f eron eingesetzt. 

Da die antimikrobielle und tumorizide Wirkung der Mak- 
rophagen auf der Oxydation 'durch Peroxid (0 2 ~) , Wasser- 
stoff-Peroxid (H 2 0 2 ) , Hydroxyl-Radikal (OH*) und atoma- 
rem 0 2 [ l 0 2 ) basiert (Klebanoff) , werden in einer wei- 
teren Variante die Anti-Makrophagen/Monozyten-Antik5r- 
per mit (Myelo) peroxidase und/ oder Katalase konjugiert. 
Der Effekt kann durch Kopplung yon Anti-Glutathion-Per- 
oxidase und/ oder " Anti-Glutathiori-Reductase potenziert 
werden. Giinstig ist der Zusatz von Haliden wie Cl~ 
oder J~. 



Das Konjugat der gleichen Antikorper mit Dibutyryl-cGMP 
aktiviert die Zielzelle durch Ca 2+ -Influx; es kann mit 
dem Konjugat aus Mab plus Ionophor (z.B. Ionophor 
A 23187) , welches das Ca 2+ aus dem intrazellularen 
Depot mobilisiert, kombiniert werden. 

Kon jugate der Anti-Makrophagen/Mo; ozyten-Antikorper mit 
Theophyllin, Theobromin, Coffein, Catecholaminen (incl. 
Epinephrin, Norepinephrin und Isoproterenol) und anderen 
CAMP-(Adenyl-cyclase-)Stimulatoren konnen fur eine 
selektive Ef fektorzell-Aktivierung in Komponente B 
verwendet werden. 

Makrophagen kbnnen auch durch Kon jugate aus Anti-Makro- 
phagen/Monozyten-AntikSrpern und Complement-Unterein- 
heiten wie CI, C2, C3, C4, C5, C3bi, C5a aktiviert 
werden. In Analogie zu Mastzellen, die durch IgE und 
Anti-IgE oder in Analogie zu B-Zellen, die durch Anti- " 
IgM aktiviert werden, kSnnen Makrophagen durch IgG und 
AntilgG aktiviert werden. 
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Wegen der wesentlich erleichterten Phagozytose sind 
auch Kon jugate aus Anti-Makrophagen/Monozyten-Antikor- 
pern mit Fibronectin und/oder cyto/heterophilen Antikor- 
pern geeignet. 

Die hier zur spezifischen Aktivierung von Makrophagen . 
bescfcriebenen Konjugate konnen auch fur andere Effektor- 
zellen (NK- und CTL-Zellen) eingesetzt werden, wobei 
dann jeweils die Makrophagen/Monozyten-spezif ischen 
Antikorper entsprechend mit NK- bzw. CTL-bindef Shigen 
Antikorpern im Konjugat ersetzt werden. 

In einer weiteren Aus fiihrungs form der Erfindung erfolgt 
die Stimulierung der Ef f ektorzellen durch Kopplung von 
einigen, im ProzeB der Zellaktivierung direkt beteilig- 
ten bzw. diese simulierenden Verbindungen an Antikor- 
pern mit Spezifitat fur diese Eff ektorzellen. Bekannt- 
lich werden bei der T-Zell-Aktivierung zwei biologisch 
aktive Metabolite aus dem Membran-Inositol gebildet: 

das Inositol-Triphosphat und das Diacylglycerol . Der 

2+ 

erste Metabolit erhoht cytoplasmatisches Ca durch 

Ca-Mobilisierung aus dem Depot im endoplasmatischen 

Retikulum. Das Diacylglycerol dagegen aktiviert das 

Enzym Protein-Kinase C. Hinzu muB das Signal 2 (IL-1) 

treten, um eine T-Zell-Aktivierung zu ermoglichen. 

2+ 

Mit Ca-Ionophoren, die das intrazellulSre . Ca direkt 
erhohen sowie mit Phorbol-Estern, die die Protein-Kinase 
C aktivieren, kann eine T-Zell-Aktivierung sogar ohne 
Signal 2 (IL-2) erfolgen, da Phorbol-Ester zugleich 
eine Transmission des Aktivierungssignals ins Zellinnere 
ermoglichen. Um eine selektivere Ef fektorzell-Aktivierung 
zu erzielen, ist es bevorzugt, Inositol-Triphosphat, 
Diacylglycerol, Ca-Ionophore und/oder Phorbol-Ester an 
Antikorper mit SpezifitSt fttr Eff ektorzellen zu koppeln. 

Eine Stimulierung der Ef fektorzellen kann auch durch 
Kopplung von Lysophosphatiden an Ef f ektorzell-spezif ische 
Antikorper erreicht werden, wobei Lysophospholipide 
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direkt mit Antikorpern mit Spezifitat fur Ef f ektorzellen 
konjugiert werden, wobei z.B. MPB-PE (N- (4- (p-maleimido- 
phenyl) butyryl) phosphatidyiethanolamin als Kopplungs- 
mittel verwendet werden kann. 

Wie bei den Suppressorzellen beschrieben, konnen die CTL 
durch "Markierung" mit spezif ischen Antikorpern bzw. 
deren Gemischen und durch Kopplung an mitogenen Anti- 
korper oder an mitogene Lektine selektiv stimuliert 
werden . 

Eine bevorzugte Variante des erf indungsgemaBen Arznei- 
mittels en thai t die Komponente A, gegebenenf alls mit 
Anti-CDllb-AK zur Eliminierung der Suppressorzellen 
und/ oder der Inducer der Suppressorzellen mit gleich- 
artig konjugierten An t i -CD 4 5 R- AK und als Komponente B 
mitogene AK (subdosierte Anti-CD3- oder Anti-TCR-1/- 
WT31-AK) oder mitogene Lektine (PEA) , konjugiert an die 
Anti-Leul9-AK, womit cytotoxische T-(und NK-) Subpopulat- 
ionen selektiv zur Proliferation angeregt werden. 

Eine selektive Stimulierung kann auch durch die Q;,er- 
vernetzung muriner Mab mit Anti-Maus-Ak oder deren 
Dntereinheiten erfolgen, wenn ein AK mitogene Eigen- 
schaften (z.B. Anti-CD3-AK) aufweist. Anstelle von 
mitogenen Mab konnen mitogene Lektine bzw. deren pro- 
teolytische Spaltprodukte treten. Biotin: Avidin- 
Konjugate bzw. Biotin :Anti-Biotin-Ig-Ron jugate kBnnen 
durch Ag:Ak-Kon jugate ersetzt werden; in Frage kommen 
Konjugate mit (inaktivierten) Enzymen einerseits und 
mit den Anti-Enzym-Ig andererseits Beispiele: Konjugate 
mit inaktivierter G-6-PDH einerseits und mit dem Anti- 
G-6-PDH-Ig andererseits, oder Konjugate mit inaktivierter 
(Meerrettich) -Peroxidase einerseits und mit dem Anti-Per- 
oxidase-Ak andererseits. Die Briickenbildung kann auch 
ilber Plasma-Proteine, gekoppelt mit dem 1. Mab, und den 
entsprechenden Ak, gekoppelt mit dem 2. Mab, erfolgen. 
Beispiele sind Konjugate des 1. Mab mit humanen IgG 
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oder IgM oder Albumin Oder (inaktiviertem) Ceruloplas- 
min, kombiniert mit den Konjugaten des 2. Mabs mit dem 
jeweiligen antigenspezif ischen Ak b2w. Gammaglobulin. 

In einer alternativen Variante werden die beiden kooperie- 
renden Zellen - Makrophagen (APC) und T4- bzw. T8-Zelle - 
durch Heterokon jugate von Anti-CD15/Leu-Ml-AK ; Anti-CD14/- 
Leu-M3-AK oder Anti-CDllc/Leu-M5-AK mit Anti-CD5/Leul/Tl- 
AK oder Anti-CD2/Leu5b/Tll-AK mit Antigen, z.B. Tumorantigen, 
seinem Anti-Idiotyp-AK und/oder Anti-CD3/Leu4/T3-AK bzw. 
Anti-TCR-1/WT31-AK kombiniert, urn T4- bzw. T8-Z-ellen zu 
stimulieren. 

Fur die Antigen-spezif ische Immunstimulierung kann eine 
Kombination von Heterokon jugaten aus Antigen bzw. 
seinem Anti-Idiotyp-AK und dem entsprechenden Ig des 
IgM-Isotyps mit Heterokonjugaten aus Antigen bzw. 
seinem Anti-Idiotyp-AK und Anti-CD4 /Leu3 /T4-AK (zwecks 
T4-Stimulierung) oder Anti-CD8/Leu2/T8-AK (zwecks 
Stimulierung) , verwendet werden. Analog hierzu kann zur 
unspezif ischen/polyklonalen Aktivierung der T4- und der 
T8-Zellen eine Kombination .von Heterokonjugaten aus 
Anti-CD3/Leu4/T3-AK oder Anti-TCR-1/WT31-AK und dem, 
gegen diesen AK gerichteten Ig der IgM-Klasse mit 
Anti-CD 3 /Leu4/T3-AK oder mit Anti-TCR-1/Wt31-AK 
verwendet werden. 

Fiir alle diese Konjugate , die oben beschrieben sind, 
gilt, daB das Antigen (Tumorantigen) im Konjugat eine 
potenzierte immunstimulatorische Wirkung erwarten hat, 
wenn es zuerst epitopschonend enzymatisch oder chemisch 
zu Einheiten von mindestens 6-10 Peptid (AminosSure) - 
bzw. Monosaccharid-Bausteine abgebaut wird und diese 
Antigen-Bausteine einzeln mit der gleichen zweiten 
Komponente des Heterokon jugats gekoppelt werden. Hier- 
durch werden mehrere Klone von T4- bzw. T8-Zellen 
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"angesprochen" und mittelbar (via T4-2ellen) auch 
mehrere B-Zellen zu Plasmazellen aktiviert. Diese 
enzymatische "Vorverdauung" simuliert das Prozessieren 
des Antigens durch den Makrophagen. 

Wenn- Komponente B des erf indungsgemaBen Arzneimittels 
in vitro, d.h. an aus Patientenblut gewonnenen Lympho- 
zyten-Kulturen, verwendet wird, kann eine hohere Spezi- 
fitat durch in vitro PrSaktivierung der Patienten-Ef f ek- 
torzellen in Anwesenheit der inaktivierten unveranderten • 
oder chemisch und/oder enzymatisch vorbehandelten Tumor- 
zellen (Merabranfragmente, 3MKCl-Tumorextrakte) erzielen, 
wahrend die Coaktiviemng der Suppressorzellen bei einer 
Hydrolase-Vorbehandlung der Ef f ektorzellen nicht zu er- 
warten ist. Sollte sie doch vorkommen, so konnten die 
Suppressorzellen und/oder deren Prakursoren (Inducer- 
Suppressorzellen) wie oben beschrieben, eliminiert 
werden. 

Bei der Aktivierung der Eff ektorzellen mit IL-2 kann 
dessen Wirkung durch Zusatz von Hydrolase verstSrkt 
werden . 

Ftlr die in vivo Anwendung von Komponente B kSnnen orale 
EnzymprSparate verabreicht werden, die nach der Resorption 
im Serum proteolytisch wirken, wie es von deren Anwendung 
fur den Abbau von Immunkomplexen bei Autoimmunkrankheiten 
her bekannt ist. 

Die Eff ektorzellen kSnnen auch durch f usogene ' Substan- 
zen in sub-immunogener Dosierung und/oder durch Substan- 
zen, die die Eff ektorzellen (a) durch den Einflufi auf 
das elektrokinetische (Zeta) potential (b) durch den 
EinfluB auf die Hydratationsenthalpie der Membran-Lipide 
und/oder (c) durch den EinfluB auf die dielektrische 
Konstante (DK) aktiviert werden. Diese Substanzen inten- 
sivieren den Ef fektorzell:Zielzell-Kontakt mit der Polge 



BMSOOCtD <WO W09620A1> 



WO 89/09620 



PCTVEP89/00403 



-ri- 
der Aktivierung der Ef f ektorzelle und der Mobiiisierung 
zusatzlicher Lymphozyten-Klone , vor allezn T4- und 
T6-Zellen. 

Geeignet sind fur diese Variante z.B. Polyethylenglykol 
(PEG) , Polyvinylpyrrolidon (PVP) , bevorzugt mit mittleren 
und hoheren Molekulargewichten, Polyvinylalkohol (PVA) , 
Polyvinylacetat (PVAc) , HydroxyethylstSrke , Dextran und 
seine Derivate, Polyalkohole (Polyole) , Mannitol, 
Sorbitol, Fettsauren und ihre Derivate, Substanzen mit 
fusogenen und/oder oben prazisierten physikalisch/che- 
mischen Eigenschaf ten generell. 

Die Verwendung von PVP und PEG ist vor a 1 lent vorteil- 
haft bei der in vitro-Aktivierung, da diese Polymere 
ausgezeichnete Kryoprotektanten sind, deshalb werden 
sie allein oder vorteilhaft mit DMSO (8 bis 20 %) zur 
Einfrierung und Konservierung von Zellen, z.B. Leukozy- 
ten, sowie zur Erhaltung der AktivitSt von (praaktivier- 
ten) Ef fektorzellen erf indungsgemSB bevorzugt, Der 
praaktivierte 2ustand der Ef fektorzellen konnte nach 
Einfrieren nur dann voll erhalten bleiben, wenn PVP 
Oder PEG zu DKSO zugesetzt worden waren. 

Es ist vorteilhaft, generell anstelle von Oder zusStz- 
lich zu den Antigenen (Tumorantigenen) in den einzelnen 
(Hetero) konjugaten deren enzymatische oder chemische 
Abbauprodukte und/oder die durch eine doppelte Immuni- 
sierung, d.h. eine sukzessive Immunisierung in zwei 
verschiedenen Spezies gewonnenen Anti-Idiotyp-AK bzw. 
vorteilhaft deren Fab (F (ab • ) 2 ~Untereinheiten in den 
(Hetero) konjugaten zu verwenden. Bevorzugt sind solche 
Antigen-Spaltprodukte kurze Peptide mit ca. 6 bis 10 
Aminosaure-Einheiten oder Oligosaccharide mit ebenso 
ca. 6 bis 10 Monosaccharid-Grundbaustein n, bzw. Glyko- 
peptide gleicher GrSBe, abhangig von dem Aufbau des 
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Antigens ( Tumor antigens : TATA, TSTA, TSA...). Dies ahmt 
die natiir lichen VerhSltnisse nach, wo jedes Antigen, 
einschlieBlich Tumorantigen, zuerst in APC (Makrophagen) 
"prozessiert" , d.h. durch die (lyosomalen) Hydrolasen 
des Makrophagen in kleinere Bausteine, z.B. Peptide, 
gespalten werden mufi, um dann in Assoziation (Kontext) 
mit MHA II-Antigenen an die Helf er-T4-Zelle "prasentie'rt" 
zu werden und diese (zusammen mit dem Monokin IL-1) zu 
aktivieren. 

Es ist bevorzugt, in Komponente B zusatzlich zu den 
beschriebenen Heterokonjugaten neben dem "Signal 2" der 
Heifer- T-Zell-Aktivierung, dem IL-1, zwei monoklonale 
Antikorper (bzw. deren Fab/F (ab ■ ) 2 -Untereinheiten) und 
zwar Tp67-Mab (entsprechend dem CD5/Leul/Tl-Mab) und/od*r 
Tp44, gegebenenf alls kombiniert mit IL-1 Oder IL-2 
einzusetzen, um die Wirkung der einzelnen (Hetero) konju- 
gate weiter zu verbessern. Diese Mab zeigen, analog zu 
IL-1, eine synergistische Wirkung bei der Aktivierung 
von T(T4) -Zellen. Sie konnen sowohl bei der unspezifi- 
schen/ polyklonalen als auch bei der (tumor) spezif ischen 
:-Zell-Aktivierung eingesetzt werden. Diese Mab konnen 
als Adjuvans dienen; sie binden sich selektiv an T-Zel- 
len und aktivieren nur jene T-Zellen, die das (Tumor) an- 
tigen "tragen". Hierdurch kann eine antigen-spezif ische 
Immunstimulation erzielt werden, bei der die Kenntnis. 
des (Tumor) antigens nicht vorausgesetzt wird. 

Es kSnnen aber auch Heterokon jugate hergestellt werden, 
deren eine Komponente den beiden Mab(Tp67 und Tp44) 
bzw. deren Fab (F (ab f ) 2 -Untereinheiten entspricht und 
deren zweite Komponente entweder aus Mab (bzw. Mab-Unter- 
einheiten) gegen CD 3 oder Ti-Rezeptor besteht (polyklo- 
nale T-Zell-Aktivierung) oder aber aus dem (Tumor) antigen 
bzw. seinen Spaltprodukten und/ oder dem entsprechenden 
Anti-Idiotyp-Ig (bzw. dessen Fab/F (ab 1 ) 2 -Untereinheiten) 
aufgebaut ist (monoklonale, antigen-spezif ische T-Zell-Ak- 
tivierung) . 
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Allgemein gilt, daB je nach Situation (Elininierung von 
Suppressorzellen oder Stimulierung von Leukozyten- 
Subpopulationen) die in den einzelnen Heterokon jugaten 
vorgesehenen AK von einem Isotyp bzw. von einer 
Ig (sub) klasse sein miissen, die entweder zur RES-Elimi- 
nierung (z.B. bei der Suppressorzell-Eliminierung) oder 
nur zur Zellaktivierung ohne eine RES-Eliminierung 
(z.3. bei der spezifischen und unspezif ischen T-Zell- 
Aktivierung) fiihrt. Beispiel solcher Diskriminierung 
zvischen RES-eliminierbaren und -nichteliminierbaren 
AK ist der Anti-Lytl-AK, gerichtet gegen eine Subklasse 
muriner T-Lymphozyten (entsprechend dem humanen 
Anti-CD5-AK) : wahrend der Ig2b-Isotyp des gleichen AK 
zur Lyse und RES-Eliminierung entsprechender T-Zellen 
fiihrt, wirkt sich der Ig2a-Isotyp in einer Aktivierung 
ohne Zellyse bzw. Zelleliminierung aus. 

Zusatzlich zu den Komponenten A und B kann das Arznei- 
mittel noch zur VerstSrkung der Ef f ektorzell-Aktivierung 
Heterokon jugate enthalten, bestehend aus v t erschiedenen 
Cytokinen wie IL-1; IL-2; IL-3; G-CSF und MG-CSF. 
Bevorzugt werden dazu Heterokon jugate von IL-1 rait 
IL-2, IL-3 oder G(MG)-CSF sowie Heterokon jugate von 
IL-2 mit IL-3; M-CSF; MG-CSF eingesetzt. Ebenso geeig- 
net sind Kon jugate von Interferon mit* IL-1, IL-2 und/oder 
ILr3, M-CSF, MG-CSF oder auch mit Mitogenen (mitogenen 
Antikorpern oder mitogenen Lektinen bzw. deren Unterein- 
heiten) bei polyklonaler oder mit dem Antigen bzw. 
seinem Anti-Idiotyp-Antikorper zur monoklonalen T-Zell- 
Aktivierung. Der besondere Vorteil eines Interf eron-hal- 
tigen Konjugates ist die gezielte AntigenitStssteigerung 
durch P.ost-Expression von MHC II (HLA-DR) - und/oder MHC 
I ( HLA-A , B , C ) -Ant igenen . 

Uber die AIDS-Problematik sind zahllose Arbeiten er- 
schienen, u.a. in den Zeitschriften wie AIDS-Forschung 
(AIFO) (Herausgeber: R. Hehlmann) /Fchulz-Verlag Miinchen, 
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ferner in AIDS Research and Human Retroviruses (Herausge- 
ber: D.P. Bolognesi) /M.A. Liebert Publishers New York, 
sowie in Nature und Science. Allgemein wird die AIDS-Prob- 
lematik in "Basic & Clinical Immunology" (P. Stites, 
J.D. Stcbo, J.V. Wells, editors) Appleton & Lange Publ. 
Norwalk (1987) abgehandelt. Moglichkeiten zur Therapie 
sind dem Ubersichtsartikel "Strategies for antiviral ' 
therapy in AIDS (von H. Mitsuya und S. Broder) , Nature 
325:773 (1987) zu entnehmen. 

Bis heute gibt es jedoch noch keine Medikamente, die 
zur Heilung von AIDS ftihren wiirden und auch nicht 
Impfstoffe, mit denen gegen AIDS prophylaktisch geimpft 
werden konnte. Die meisten bisher vorgeschlagenen 
Medikamente konzentrieren sich auf eine Eemmung der 
HIV-Replikation, so auch das bereits zugelassene Medi- 
kament AZT. 

AIDS-, aber auch ARC- und LAS-Patienten weisen eine 
fatale Immundefizienz bzw. eine fatale immunsuppressive 
Lage, die noch gravierender als bei Tumorpatienten ist, 
auf, die u.a. au-hdie Ausbreitung von normalerweise 
harmlosen opportunistischen Infekten, aber auch die 
Entstehung von ansonsten sehr seltenen Tumorarten 
(Kaposi-Sarkom) regelrecht fordern bzw.' Qberhaupt 
ermoglichen. Erf indungsgemSB werden nun Arzneimittel 
zur Verffigung gestellt, die dieses Grundmanko beheben 
und durch Eliminierung der HIV-protektiven Suppressor- 
zellen und Reaktivierung der Patienten-Immunabwehr eine 
Wende der Krankheit herbeif Ohren , da die HIV nicht nur 
in ihrer Replikation gehemmt, sondern aktiv eliminiert 
werden. 

Am schwierigsten ist dabei der HIV-Befall von Nerven- 
und Gehirnzellen zu bekSmpfen, was mit dem erfindungs- 
gemaBen Arzneimittel gelingt, da die restlichen Tumor- 
zellen bzw. Infekttrager durch die eigene Immunabwehr 
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"aufgespiirt" und eliminiert bzw. unter Kontrolle 
gehalten werden, wenn die protektiven Suppressorzeilen 
(weitgehend) eliminiert sind und die Ef f ektorzellen 
pra- oder reaktiviert werden. 

Dadurch kann es zur kritischen Wende kommen, die oft 
auch durch reine quantitative Verhaltnisse der einzel- 
nen Leukozyten-Subpopulationen zueinander (z.B. dem 
T4/TB-Quotienten oder das VerhSltnis von CTL zu Sup- 
Dressor-Subpopulationen) bestimmt wird. 

Das erfindungsgemafie Arzneimittel wirkt in drei Phasen: 

(a) der Phase I : Eliminierung der HIV, gegebenenf alls 
mit Komponente C; 

(b) Phase I: Eliminierung/Coeliminierung der HlV-pro- 
tektiven Suppressorzeilen mit Komponente A und 

(c) Phase II: in vitro Praaktivierung bzw, in vivo 
Reaktivierung der HIV-iiberwachenden und eliminie- 
renden Eff ektorzellen mit Komponente B. 

Phase I und Phase I werden zum Teil von Komponente A 
o 

allein bewirkt, teilweise ist die Verwendung einer 
dritten Komponente C fur die Phase I Q notwend^g. Die 
beiden Phasen I (Eliminierung der Suppressorzeilen) und 
II (PrS- bzw. Reaktivierung der Eff ektorzellen) verlaufen 
im Prinzip analog zu den beiden bereits beschriebenen 
Phasen I und II bei der Tumor-Behandlung sind, so daB 
im folgenden nur noch die die Unterschiede zu der Be- 
handlung von Tumorpatienten besprochen werden, w&hrend 
ansonsten auf die detaillierte Beschreibung dieser gemein- 
samen Phase I und II bei Tumorpatienten verwiesen wird. 

Die potentiellen HIV-Trager (T4-Zellen, aber auch 
T8-Zellen, B-Zellen, Makrophagen/Monozyten) werden mit 
entsprechenden Antikorpern opsonisiert und RES-eliminiert 
bzw. coeliminiert, unabhSngig davon, ob sie HIV-inf iziert 
sind und ob sie die viralen Strukturen (HIVenv-Glyko- 
proteine) an der Zelloberf ISche coexprimieren. 
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Alle hier beschriebenen PrSparate kSnnen mit Anti-HIV- 
Medikamenten (AZT und anderen, z.B. in der eingangs zi- 
tierten Publikation von Mitsuya und Broder einzeln auf- 
gefuhrten Virustatika und anderen AIDS-Mitteln) kombi- 
niert werden. 

Zur Eliminierung von HIV in den T4-Zellen als den be- ' 
vorzugten HIV-Wirtszellen sowie in T8 -Zellen, B-Zellen 
und Makrophagen/Monocyten konnen die folgenden Antikor- 
per und Antikorper-Kombinationen verwendet werden, die 
teilweise in Komponente A bereits enthalten sind: 
Anti-CD4/Leu3/T4-AK und/oder Anti-CD3/Leu4/T3-AK in 
Kombination mit Anti-CD8/Leu2/T8 (T5) -AK, Anti-CD19/Leul2- 
Mab, Anti-CD22/Leul4-Mab, Anti-CD20/Leul6-Mab f Anti- 
CD21/CR2-Mab; Anti-CDi5/LeuNl-Mab , Anti-CD 1 4 /LeuM3-Mab 
Oder Anti-CDllc/LeuM5-Mab sowie Anti-Leukozyte/HLe-l-Mab 
(ein pan-Leukozyten-AK) oder Anti-Lymphozyten/Thymozy- 
ten-Serum bzw. daraus gewonnene Globuline, nach der Art 
von ALS/ALG oder ATS/ATG. Diese Antikorper konnen 
auBerdem noch mit AK gegen virale env-Glykopeptide f 
z.B. Anti-gpl20/160-lg und gegen das Kernmaterial von 
HIV-befallenen Zellen (standardi tierbar z.B. durch • 
Immunisierung mittels HIV-infizierte, mit Detergenzien, 
Ultraschall oder Schockgefrierung lysierte H9- oder 
ATH8-Zellen) kombiniert werden. 

Die Eliminierung von HIV-Wirtszellen kann analog der 
Eliminierung von Suppressor zellen (im Rahmen der Phase 
I der Tumorbehandlung) gesteigert werden. 

Eine spezielle weitere M5glichkeit der Ef fizienzsteige- 
rung bei der Eliminierung von HTV-Wirts zellen besteht 
in der wiederholten Injizierung von allogenen T-Zellen, 
die in einer Art MLC/MLR in vitro gegen Patienten-T-Zel- 
len allopraaktiviert wurden. 
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Nachdem die Eliminierung der KlV-protektiven Suppres- 
sorzellen im Prinzip in alien Punkten jener der tumor- 
spezifischen Suppressorzellen entspricht, konnen hier 
dieselben Wirkstoffe fur Komponente A verwendet werden. 
Wichtig ist dabei, daB die Phase I und die Phase I, 
wie erwahnt, zu einer einzigen Phase (Phase I) zusammen- 
gezogen werden konnen und die AK und AK — Kombinationen 
gleichzeitig beide Funktionen, die HIV-und die Suppres- 
sorzell-Eliminierung tibernehmen konnen. Dies gilt fur 
alle oben (unter Phase I ) beschriebenen Substanzen und 
Substanzgemische (AK und AK-Kombinationen) , auBer fur 
die alleinige oder allein mit Mab gegen B-Zellen und/ 
oder gegen Makrophagen/Monozyten kombinierte Anwendung 
von Anti-CD4/Leu3/T4-Mab. 

Auch fiir Phase II, in vivo PrMaktivierung bzw. direkte 
in vivo Reaktivierung der Ef f ektorzellen , konnen fur 
Komponente B im wesentlichen die beschriebenen Verbin- 
dungen verwendet werden. 

Zusatzlich konnen hier jedoch bei der Praaktivierung 
der autologen Eff ektorzellen in vitro virustatisch 
wirkende Praparate, wie AZT, der Zellkultur zugesetzt 
werden, wobei in vitro deren Dosis und hiermit Wirksam- 
keit hoher als sonst in vivo iiblich gewShlt werden 
konnen. 

Zur Erzielung einer hoheren SpezifitSt der prSgenerier- 
ten Ef fektorzellen ist sowohl in vitro als auch in vivo 
die gleichzeitige Gabe von inaktivierten, chemisch oder 
enzymatisch verSnderten, moglichst attenuierten HIV r 
bevorzugt fixiert an H9- oder ATH8-Zellen geeignet. Zur 
Mobilisierung weiterer kreuzreagierender Lymphozyten-Klone 
ist es mbglich, die inaktivierten, zum Teil modif izierten 
HIV mit SIV, optimal jene, die nur 10 bis 30%ige Homologie 
bzw. Kreuzreaktivitat mit HIV aufweisen, zu kombinieren 
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und beide f die inaktivierten HIV und SIV, moglichst auf 
verschiedene, bzw. durch chemische oder enzymatische 
Vorbehandlung "xenogenisierte" Tragerzellen zu fixieren. 

Urn auch eine Pragenerierung von Ef f ektorzellen, z.B. 
CTL, die spezifisch gegen das fur AIDS /ARC /LAS -Pa tien- 
ten typische Muster an opportunistischen Infekten ge- 
richtet sind, wahrend des Aufbaus der patienteneigenen 
Immunabwehr in der Phase II zu ermoglichen, wird bevor- 
zugt mittels eines standardisierbaren Antigen-Gemisches 
(z.B. eines Lysats aus den Vertretern der opportunisti- 
schen Infekte) unabhangig von aktuellen Infekten des 
Patient en, in vitro oder in vivo immunisiert. 

Was fur das Tumorantigen , sein.^ Spaltprodukte und ent- 
sprechende Anti-Idiotyp-Ig als Bestandteile der (Hete- 
ro)kon jugate gilt, gilt auch fiir die HIV-Antigene , 
speziell die immunologisch relevanten env (gpl20/160/ 
110/130) -Glykoproteine. 

Bei AIDS-Patienten wurden Antikorper und cytotoxische 
T-Zellen nicht nur gegen env-, sondern auch gege;i gag- 
und pol-Genprodukte und Antikorper gegen virale Enzyme 
und regulatorische Proteine nachgewiesen. Daher konnen 
Heterokon jugate aus viralen Antigenen, deren Spaltproduk- 
ten und den entsprechenden Anti-Idiotyp-Ig bzw, deren 
Fab (F (ab ' ) 2 ) -Dntereinheiten mit Antikorpern (bzw. deren 
Untereinheiten gegen CD3, Ti-Antigen-Rezeptor , CD2, 
Tp67 (CDS) oder Tp44 verwendet werden. Dabei sind unter 
"viralen Antigenen" alle,auch core-Antigene von HIV zu 
verstehen, wobei env-Glykopeptide bevorzugt sind. 

Alle anderen ( He ter o ) -Kon jugate und sonstigen Maflnahmen 
zur T-Zell-Aktivierung sind analog wie bei der Tumorbe- 
handlung beschrieben. Der einzige Unter schied ist der, 
daB das Tumorantigen, bezeichnet als -Antigen" und sein 
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Anti-Idiotyp-AK in den Heterokon jugaten durch virale 
Antigene, speziell die env-Glykopeptide und ihre Anti- 
Idiotypen ersetzt werden. 

Eine HIV-spezif ische Immunisierung kann mit viralen 
Peptiden, die an verschiedene , nicht-kreuzreagieren£e- 
Tragerproteine gekoppelt sind, erzielt werden. 

Das Prinzip ist die Durchbrechung einer eventuellen 
restlichen Toleranz gegeniiber HIV-Strukturen nach der 
Suppressorzell-Eliminierung durch Kopplung der HIV- Anti- 
gene, primar der env-Glykopeptide, an stark iinmunogene 
Tragerproteine, wobei die KreuzreaktivitSt des Gesamt- 
molekuls (gleiches Hapten auf differenten Tragern) 
optimal 15 bis 25 % betragen und nicht 75 % ubersteigen 
sollte. Die viralen Antigene konnen durch entsprechende 
Anti-Idiotypen ersetzt werden. Diese Hapten-Carrier-Kon- 
jugate konnen standardisiert werden. Sie k6nnen mit 
Antikorpern gegen toleranzsuszeptible CD1 (T6) - und 
CD38 (T10) -positive T-Zell-Pr£kursoren kombiniert werden. 

Derartige Konjugate eignen sich sowohl fttr die Prophy- 
laxe als auch fur die Therapie von AIDS/ARC/LAS. 

Niedermolekulare CD4 -Fragmente und Fragmente des gpl20 
(gpl60) -Molekuls, enthaltend 10 bis 20 Aminosaurereste, 
konnen die HIV-Interaktion mit dem CD4-Rezeptor hemmen, 
ohne dabei immunogen zu sein. Hierdurch kann eine 
Neutralisierung des therapeutisch einzusetzenden CD4-Mo- 
lekiils verhindert werden. Diese Fragmente konnten 
gentechnologisch hergestellt werden. 

Diese Hemmung hat die gleiche Basis wie die Elution des 
makromolekularen Ligands durch Mono- und Oligomeren in 
der Af f initStschromatographie bzw. die inhibierte 
Lektinbindung an Glykoproteine in Anwesenheit des spe- 
zifischen Monosaccharids. 
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Derartige gpl20 (gpl60) -Fragmente eignen sich sowohl 
fur die Prophylaxe als auch fiir die Therapie von AIDS/ 
ARS/LAS. 

Ebenso kann die Bindung von HIV and CD 4 durch niedermole- 
kulare, nicht-imxnunogene HLA-DR-Untereinheiten gehemmt 
werden. Das HLA-DR-Molekul ist der direkte Ligand des 
CD4-Rezeptors* Seine niedermolekularen, nicht-immunogenen 
Fragmente konkurrieren mit dem HIV urn den CD4-Rezeptor. 
Man kann eine Voranreicherung der mit CD 4 interagieren- 
den HLA-DR-Fragmente durch eine CD 4 -Chromatographic 
erzielen. Zwischen gpl20 (gpl60) und HLA-DR muB es 
Homologien geben r da beide mit dem CD4-Molekiil inter- 
agieren; auch zwischen gp41 und HLA-DR wird Homologie 
diskutiert. Auch diese HLA-DR-Fragmente eignen sich fQx 
die Prophylaxe und Therapie von AIDS/ARC/LAS. 

Fab/F(ab') 2 -Untereinheiten von Anti-CD4-Antik6rper 
konkurrieren mit dem HIV urn den CD4-Rezeptor. Ihr 
niedrigeres Molgewicht (50 kD) macht sie weniger immuno- 
gen und l&flt die Passierung der Hirn-Blut-Schranke 
erwarten. Sie eignen sich fiir die Prophylaxe und Thera- 
pie • 

Eine" Bindung von f reien HIVs und freien env-Glykopepti- 
den ist im Plasma durch subdosierte Anti-HLA-DR-Anti- 
k6rper mSglich. Durch subdosierte Anti-HLA-DR-AKs 
und/ Oder ihre Fab/F (ab 1 ) 2 -Untereinheiten kfinnten freie 
HIVs und freie env-Glykopeptide im Plasma "neutralisiert" 
werden, da Homologien zwischen HLA-DR und env-Glykopep- 
tiden (gpl20 und/oder gp41) bestehen. Nachdem Homologien 
zwischen HIV- und anderen retroviralen env-Glykopep tiden 
einerseits und IL-2 berichtet worden sind und die immun- 
suppressive Wirkung von Retroviren auf diese Homologie 
zuriickgehen dtirfte, ist es bevorzugt, subdosierte Anti- 
HLA-DR-AKs mit IL-2 zu kombinieren. L5sliches HLA-DR 
wirkt z.O. von dem membrangebundenen HLA-DR hemmend auf 
die Immunreaktion. 
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In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm werden die oben 
beschriebenen Heterokon jugate, insbesondere die, die 
T-Zellen abhangig von APCs aktivieren, mit IL-1 und/oder 
IL-2 kombiniert. Zur weiteren Ef f izienzsteigerung 
konnen noch mitogene Antikorper und/oder Lektine (PHA) 
sowie Iirununmodulatoren (BRM) zugese.tzt werden, 

Syncytia-Bildung kann durch Konjugate aus antiviralen 
Antikorpern mit stark polaren, sauren oder basischen 
Gruppen durch hohes Zetapotential Konjugat-beladener 
Zellen verhindert werden. 

Heterokonjugate aus HIV-spezif ischen Antikorpern und 
aus mitogenen Antikorpern <Anti-CD3-, Anti-Ti-, Anti-CD2~, 
evtl. Anti-CD5-AKs) vereinen hohe SpezifitSt mit 
polyklonaler Aktivierung, da die Bindung eines solchen 
Heterokonjugats an die viralen Membranstrukturen der 
infizierten Zelle die Bindung und Aktivierung von 
T-Zellen in antigenunspezif ischer und MHOnichtrestrin- 
g-ierter Weise ennoglicht. 

Die &uBere uni innere Lipidmembran von HIV kann durch 
hydrophile Polymere mit partiell lipophilem Charakter 
geschSdigt werden. Nachdem die Zunahme der Cholesterol- 
loslichkeit in waflrigen Losungen von Polymeren wie PVP 
und PEG nachgewiesen werden konnte f werden solche 
Polymere, von denen einige (PVP, HydroxyethylstSrke) 
als Plasmaexpander Anwendung finden, zur Inaktivierung 
von Plasma-HIV eingesetzt. 

Es ist bekannt, daB die Effizienz der Eliminierung von 
zirkulierenden Immunkcmplexen (CIC) in hohem MaBe von 
ihrer Zusammensetzung sowie ihrem Molgewicht abhSngt. 
Es sollte daher das virale Antigen im CIC durch entspre- 
chenden Anti-Idiotyp-Antikorper ersetzt werden? sein 
Fc-Teil konnte die Phagozytose durch Makro- und Mikro- 
phagen beschleunigen. Ein zusatzlicher Effekt konnte 
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durch Hitzeaggregierung oder chemische Pradenaturierung 
des Anti-Idiotyps bzw. durch seine Kopplung an 
Staphylococcus-Protein A erzielt werden. 

In Analogie zu splchen, strukturell und • f unktionell 
simulierenden Anti-Idiotypen bei Insulin und Thyreoglo- 
bulin konnten statt Cytokinen Anti-Idiotyp-Antikorper , 
die die einzelnen Cytokine (IL-1; IL-2; IL-3; M-CSF; 
MG-CSF) strukturell und funktionell "imitieren" f verwen- 
det werden. Diese konnen dann, da in ausreichenden 
Mengen vorhanden, direkt oder in Form der oben beschrie- 
benen He terokon jugate eingesetzt werden. 

Vorteil der erf indungsgem&Ben Arzneimittel ist es f daB 
sie f verglichen mit dem fur Krebs und AIDS bisher ver- 
wendeten Mittel minimale Nebenwirkungen haben. Von den 
zahlreichen Studien mit monoklonalen und polyklonalen 
heterologen AntikSrpern (z.B. OKT3 oder ATG) , die bei 
Patienten mit Nieren-Transplantaten klinisch eingesetzt 
wurden, ist bekannt, daB die Nebenwirkungen minimal 
sind und jenen bei grippalen Infekten entsprechen. Zum 
Jnterschied von Cytostatika haben die verwendeten PrS- 
parate praktisch keine Langzeit-Nebenwirkungen. 

Die eliminierten Lymphozyten werden innerhalb von Tagen 
nach Absetzen der Therapie aus den PrSkursorzellen 
nachgebildet. Das Problem der Neutralisierung von 
heterologen AntikSrpern wird umgangen. 

Die HIV werden unabhSngig davon, ob sie im 2ellgenom 
bereits integriert sind oder ob sie sich noch im Cyto- 
sol befinden, mit den TrSgerzellen in den RES-Organen 
effizient mit abgebaut; die R£S-Makrophagen, wie z.B. 
die Kupfferschen Sternzellen in der Leber, sind auf 
einen schnellen Abbau der gealterten und opsonisierten 
Leukozyten spezialisiert; die lysosomalen DNAsen bzw. 
RNAsen der RES-Makrophagen unterscheiden nicht zwischen 
der zelluiaren und der viral n DNA bzw. RNA. 
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Selbst bei der Miteliminierung von Makrophagen/Monozy- 
ten ocer bei der Eliminierung von Leukozyten, z.B. mit 
den erwahnten Anti-Leukozyte/HLe-l-Mab bzw. dem ALS/ALG 
handelt es sich urn eiire Behandlung, die z.B. wesentlich 
schonender fur den Patienten ist als z.B. die Ganzkor- 
Derbestrahlung oder die hochdosierte Chemotherapie bei 
Leukamiepatienten, weil hier die Stammzellen und die 
frxihen Prakursorzellen weitgehend erhalten bleiben und 
zur baldigen Nachreifung der eliminierten Leukozyten 
f tihren. 

Die fur die erf indungsgemaBen Arzneimittel verwendeten 
Antikorper, die gegen spezielle Oberf lachen-Antigene 
von T- bzw. B-Zellen gerichtet sind, sind im Handel er- 
haltlich und konnen aus hinterlegten Zellinien gewonnen 
werden. So wird Anti-CD4-AK von der Zellinie ATCC CRL 
8002; Anti-CD3-AK von der Zellinie ATCC CRL 8001; Anti- 
CD 8-AK von der Zellinie ATCC CRL 8014, 8013 oder 8016; 
Anti-TlO-AK von der Zellinie ATCC CRL 8022; Anti-Tll-AK 
von der Zellinie ATCC CRL 8027; Antitransf erin-Rezeptor-AK 
von der Zellinie ATCC CRL 8021, Anti-LeulS- bzw. Anti- 
CDllb-AX von der Zellinie ATCC CRL 8026 und Anti-Tl-AK 
von der Zellinie ATCC CRL 8000. 

ErfindungsgemaB wird auch ein Verfahren zur Behandlung 
von Autoiromunkrankheiten zur Verfugung gestellt.Auto- 
immunkrankheiten gehen auf autoaggressive T- und/oder 
B-Zellen zurtick. Sie sind Ausdruck einer gestOrten 
self-Toleranz; die autologen Lymphozyten "verwechseln" 
Eigenstrukturen (Autoantigene) mit Fremdantigenen und 
entwickeln dagegen eine destruktive zellulare und/oder 
humor ale Iimnunreaktion. 

Bei der Behandlung der Autoiimnunkrankheit mit Immun- 
suppressiva auf Corticosteroid- oder Cytostatika-Basis 
besteht ein wesentliches Problem darin, daB beide Klas- 
sen von Immunsuppressiva, Corticosteroide (Prednison, 
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Prednisolon) und Chemotherapeutika (Azathioprin, Metho- 
trexat, Cyclophosphamid) nur proliferierende autoaggres- 
sive Zellen erfassen, wahrend die hoch aktiven reifen, 
enddifferenzierten T- und/oder B-Zellen weitgehendst 
verschont bleiben. 

Deshalb werden erf indungsgemaB durch spezifische AK und 
deren Kon jugate diese refraktaren, reifen autoreaktiven 
T- und/oder B-Zellen eliminiert (Phase I) und zur 
Verhinderung kiinftiger Rezidive in vitro oder in vivo 
autoantigenspezifische Suppressorzellen generiert und 
klonal expandiert (Phase II-) . 

In Phase I werden autoaggressive T- und/oder B-Zellen 
eliminiert. Diese Eliminierung refraktSrer autoreaktiver 
T- und/oder B-Zellen, deren Zellteilung abgeschlossen 
ist f geschieht mit spezifischen AKs in freier oder 
konjugierter Form. Die Konjugate bestehen aus AK und 
Cytotoxin ("Immuntoxin") , Radionuklid oder Cytostatika. 

In Phase II werden zur Rezidiwerhinderung autoantigen- 
spezifische Suppressorzellen in vitro oder in vivo 
generiert. Diese Suppressorzellen sollen die Entstehung 
und Aktivitat von autoaggressiven Klonen verhindern 
oder hemmen. Bei den Autoantigenen - soweit bekannt 
- handelt es sich oft urn Strukturen, die im homologen 
System weitgehendst identisch oder histokompatibel und 
folglich auch standardisierbar sind. Zum Teil handelt 
es sich um Mikroorganismen-Antigene, die durch ihre 
fihnlichkeit mit Autoantigenen autoreaktive Klohe akti- 
vieren und die Krankheit auslSsen (-antigenic mimicry") . 
Auch diese Antigene sind 

Da die autoaggressiven T-Zellen und auch ihre Inducers 
in erster Linie unter den CD4-positiven Zellen zu 
suchen sind, reicht nach dem einfachsten Therapi schema 
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bereits die alleinige Anwendung von Anti-CD4/T4/Leu3-AK 
aus. Ein giinstiger Nebeneffekt ist die Verhinderung der 
Neutralisation angewandter xenogener Antikorper. 

Allgemein konnen neutralisierende Antikorper durch 
Zusatz von diesen Anti-CD4- und/oder Anti-CD19- bzw. 
Anti-CD20- bzw, Anti-CD22-AK verhindert werden. Geeig- 
net sind auch Kombinationen von Anti-CD4/T4/Leu3-AK mit 
Anti-CD8/T8/Leu2-AK; Anti-CD8- mit Anti-CD3-AK ; Anti-CD2/- 
Tll/Leu5-AK; Anti-CD5/Tl/Leul-AK oder Anti-CD45/HLe-l-AK 
sowie Anti-MHC II (HLA-DR/Ia) -AK , Anti-CD25/IL-2 (Tac) - 
Rezeptor-AK, Anti-T9/Transf errin-Rezeptor-AK, Anti-CD38/- 
Leul7/T 10-AK. 

Diese Antikorper konnen allein oder kombiniert verwen- 
det werden. Sie erfassen die aktivierten autoaggressiven 
Zelien, 

Da von einigen Forschern auch NK«Zellen als autoaggres- 
sive Zellen bei Autoimmunkrankheiten angesehen werden, 
konnen von NK-Zellen durch Anti-CD16/Leull- und/oder 
Anti-NKH- 1 /Leul 9-AK eliminiert werden. 

Bei Autoimmunerkrankungen spielen die Autoantik5rper 
oft eine groBe Rolle. Dies geht so weit, da£ die Lympho- 
penia und die absolute und relative T-Zell-Abnahme, 
sowie der mehrfach berichtete, selektive Suppressor-T- 
Zell-Mangel als Folge einer Antikorperentwicklung gegen 
autologe Lymphozyten angesehen wird. Der humorale Teil 
der Erkrankung wird durch autoreaktive B-Zellen, vor 
allem deren enddif f erenzierte Form, die Plasmazellen, 
verursacht; diese wiederum brauchen "Hilfe" seitens der 
T4-Zellen. Zur Eliminierung geeignet sind Anti-CD19/Leul2~ 
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und/oder Anti-CD20/Leul6- und/oder Anti-CD22/Leul4-AK. 
Diese. Antikorper konnen mit Anti-CD4-AK kombiniert 
werden. Sind auch autoaggressive T-Zellen vorhanden, so 
werden zus&tzlich gegen diese gerichtete Antikorper 
verwendet. 

Die Antikorper konnen jeweils zur Ef f izienzsteigerun'g 
mit Cytotoxinen wie Ricin-alpha-Kette; Abrin; Diphte- 
rie-Toxin/Toxoid; Cytostatika wie Doxorubicin und/oder 
mit Radioisotopes z.B. 131 < 125) i oder 1X1 In konjugiert 
werden . 

Es konnen auch bei der Behandlung von Autoimmunkrank- 
heiten weitere Heterokon jugate , wie oben bei der Tumor- 
und AIDS-Therapie beschrieben, eingesetzt werden. 

Diese Antikorper und AK-Kombinationen konnen selbst&ndig 
oder erganzend zu den "konventionellen" Therapien 
appliziert werden; bei- der Integrierung in bestehende 
Therapieschemata nuissen diese Antikorper nur die refrak- 
taren, corticosteroiden- oder cytostatikaresistenten 
autoaggressiven Klone eliminiei en . 

In Phase II werden autoantigenspezif ische Suppressor- 
zellen generiert und klonal expandiert. 

Ein Antigen wird zum Tolerogen, wenn die Immunisierung 
unter Immunsuppression erfolgt, weil im zeitlichen 
Wettlauf die Suppressorzellen einseitig bevorzugt wer- 
den und anschliefiend auf zellulclrer und humoraler Ebene 
die Immunstimulierung hemmen ("down- regulation" der 
Immunabwehr) ♦ 
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Das jeweilige Autoantigen in standardisierter Form, 
gegen welches sich die Krankheit richtet (z.B. der 
Acetylcholin-Rezeptor bei der Myasthenia gravis oder 
das Thyreoglobulin beim Hashimoto-Thyreoiditis oder das 
basische Myelin-Protein bei der MS) wird in vitro mit 
dem Patientenlymphozyten 4 bis 6 Tage lang inkubiert. 

Die Immunsuppression wird durch Cyclosporin A, Anti- 
HLA-DR-Fab (F (ab 1 ) 2 * Anti-CD4-Fab/F (ab • ) 2 , Anti-NKH-1/- 
Leul9-AK , Corticosteroide (Prednison, Methylprednisolon) , 
Chemotherapeutika (Methotrexat , Azathioprin, Endoxan) , 
PGE2 , Anti-Interferon und/oder Anti-Il-2 und/oder 
ConA (PNA) auf rechterhalten. 

Nach der Generierung der autoantigenspezif ischen Sup- 
pressorzellen konnen diese (in Abwesenheit von Iminunsup- 
pressiva) durch IL-2 klonal expandiert werden. Danach 
erfolgt die Reinj izierung der so vorbehandelten Patien- 
tenlymphozyten. 

Suppressorzellen konnen auch in vivo generiert werden. 
Dies erfolgt durch immunsuppressive Behandlung der, von 
autoaggressiven T- und/oder B-Zellen befreiten Patienten. 

Autoaggressive T-Zellen konnen, um sie zu hemmen, auch 
mit Konjugaten aus IL-2 bzw. aus Anti-CD25-, Anti-T9- 
und/oder Anti-HLA-DR plus Cyclosporin A bzw. PGE2/PGE1 
inkubiert werden. 

Mit Konjugaten, bestehend aus Antoantigen bzw. seinen 
Anti-Idiotyp (Fab/F (ab • ) 2 »Untereinheiten) und Cytotoxin 
und/oder Tolerogen (z.B. D-GL) werden beteiligte T- und 
B-Zellen auf hoch-selektive Weise ausgeschaltet . 



BNSOOClD <WO B909620A1> 



WO 89/09620 PCT/EP89/00403 



Alopecia areata hat alle Merkmale einer Autoiramunkrank- 
heit. In den Haarfolikeln beobachtet man Zellinf iltrate, 
bestehend aus T4- und T8-Zellen, Makrophagen, dendriti- 
schen Zellen und HLA-DR-positiven epithelialen Zellen. * 
Typisch ist eine Erhohung des T4/T8-Quotienten von 2 
auf 4 (in Ausnahmef alien auf knapp 20) sowie eine 
starke Zunahme an HLA-DR-positiven Zellen. Auch in 
Peripherblut wird wahrend der aktiven Phase eine T4/T8- 
Verschiebung mefibar. Eine Therapie von verschiedenen 
Alopezieformen wie alopecia areata, alopecia generalis 
kann daher ahnlich der Behandlung der' Autoimmunerkrankun- 
gen (Phase I und Phase II) erfolgen. 

Dazu werden dieselben Substanzen und Substanzgemische 
vie filr die Behandlung der Auto immunkrankhei ten einge- 
setzt, wobei als Autoantigen standardisierbare Zellen, 
Zellfragmente und (3MKC1) ^-Extrakte aus dem Haarfolli- 
kel-Bereich eingesetzt werden. 

Auch hier konnen direkt beteiligte T- und B-Klone durch 
Immunkon jugate, bestehend aus Autoantigen bzw. Anti-Idio- 
typ und Cyto toxin oder/und durch Kon jugate aus cleichem 
Antigen (Anti-Idiotyp) und Tolerogen (D-GL) ausgeschaltet 
werden. 

Weiterhin wird erfindungsgemaB - ein Verfahren zur Ver- 
besserung von Impfstoffen geschaffen. Impfstoffe sollen 
durch Praimmunisierung mit dem lebenden oder toten 
Krankheitserreger oder seinem Extrakt eine spStere 
Erkrankung verhindern. Sie sollen ein "immunologisches 
GedSchtnis" als Schutz gegen den Krankheitserreger 
aufbauen. Dieses besteht aus "positiven" und "negativen" 
GedSchtniszellen. Zu den ersteren geh6ren Heifer- und 
cytotoxische (CTL) T-Zellen, zu den letzteren die 
Suppressor-T- und B-Zellen. 
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Die spatere Immunantwort auf den Krankheitserreger 
hangt in hohem MaBe vom Verhaltnis der "positiven" 2U 
den "negativen" Gedachtniszellen ab. Es muB daher im 
Interesse jeder Impfung sein, durch ein "Hinauszogern" 
der Suppressor-T-Zell-Regenerierung eine moglichst hohe 
Ausbeute an Heifer- und cytotoxischen T-Zellen sowie 
Plasmazellen zu erhalten, die dann das "iimnunologische 
Gedachtnis" pragen. Dieses Ziel soil durch Eliminierung 
lokal induzierter Suppressorzellen sowie durch Substan- 
zen, die eine Generierung von Suppressorzellen wahrend 
der Vakzination stark verzogern, erreicht werden. 

Die Impfung entspricht dem "priming" gegen das Erreger- 
Antigen, welches \iber die Zusammensetzung der Gedacht- 
niszellen entscheidet, wahrend die Nachiropfung dem 
"boosting", d.h. der klonalen Expansion gebildeter Sub- 
klone dient. Durch immunstimulierende MaBnahmen kann 
die Generierung von Suppressorzellen hinausgezogert und 
somit die Entstehung moglichst vieler "positiver" und 
moglichst weniger "negativer" Gedachtniszellen einge- 
leitet werden. 

Bei einer Vakzination, die moglichst i.d. Oder s.c. 
oder i.m. durchgefuhrt werden soil, um die Makrophagen 
in moglichst friiher Phase in den ImmunprozeB zu invol- 
vieren, soil die lokale Suppressorzellentstehung mit 
folgenden Stoffen oder Stof f gemischen verhindert oder 
verzogert werden: 

Antikorper gegen Suppressor-T-Zellen wie Anti- 
CD45R/Leul8 (2H4, HB10, HB11, 3AC5)-AK); IL-2; IL-1; 
IL-3; M-CSF; MG-CSF; BRM (MDP; MTP-PE...); Anti-PGE2; 
PGE2-Hemmer (z.B. Indomethazin) ; Anti-Histaminika 
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(Histamin-Strukturanaloga; Blocker des Histamin-Rezep- 
tors) ; Anti-Corticosteroide (z.B. Anti-Hydrocortison) ; 
Konjugate aus Erreger-Antigen und D-GL (Copolymere aus 
D-Glutamat und D-Lysin) ; Mercaptoethanol ; Thioglykollat ; 
Mitogene (subdosierte mitogene Antikorper und/oder 
mitogene Lektine) ; Enzyme' (Hydrolasen, wie Lysozym, 
Neuraminidase/Sialidase, Hyaluronidase, spezielle 
Proteasen und Lipasen) ; Subdosierte Antikq^per gegen 
den loslichen T-Zell-Rezeptor 

(subdosierte Anti-CD2/Tll/Leu5-AKs) , welcher als 
Suppressorf aktor beschrieben worden ist, und/oder gegen 
das losliche MHC II-MolekiLl, welches immunsuppressiv 
ist (subdosierte Anti-HLA-DR/Ial . 12-AKs) . 

Um die fruhzeitige anti-idiotypische Gegenregulation zu 
verhindern, wird empfohlen, mit dem Konjugat aus Idio- 
typ bzw. seiner Fab/F (ab ■ ) 2 -Dntereinheit plus D-GL bzw. 
IgG zu sensibilisieren. 

Die fruhzeitige Ausschaltung gegensteuernder anti-idio- 
tipischer Antwort kann aber auch durch Impfung mit 
Anti- Idiotypen, besser jedoch mit deren Fab(F(ab') 2 - 
Untereinheiten, erzielt werden. Diese sollen womSglich 
mit starkem Adjuvans und i.d. oder s.c. bzw. i.m. 
injiziert werden. Die Effizienz so modifizierter Vakzine 
kann durch Adjuvans (Al-Hydroxid f Al-Sesquioxid, Al-Phos- 
phat) noch gesteigert werden. 

Vorteilhaft ist noch der Zusatz von hochmolekularem PEG 
und/oder PVP direkt oder in Kombination mit Adjuvans 
(Adsorbat-Vakzinen) , da diese Polymere den Kontakt 
zwischen immunkompetenten Zellen erleichtern und zur 
Aktivierung von Ef fektorzellen (Makrophagen r NK-Zellen) 
fiihren. 
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Das erf indungsgemaBe Arzneimittel ist ebenso zur Be- 
handlung von viralen Infekten, die von Immunsuppression 
(Hvpo- Oder Anergie) begleitet sind, geeignet. Bekannt- 
lich sind Infektionen vielfach von Immunsuppressionen 
begleitet. Dies gilt in besonders hohem. Mafle fur die 
retroviralen Erkrankungen. Eine von denen, die AIDS/- 
ARC/LAS-Erkrankungen, wurde besonders griindlich auch < 
hinsichtlich dieser Immundepression untersucht. So 
steigt die Zahl der CD8-positiven Suppressorzellen bei 
ARC-Patienten stark an; ein stark erhohter Leu 2 + 7 + / 
Leu 3 + -Quotient leitet ein Rezidiv. ein. 

Wie stark die virusbedingte Immunsuppression ist, kann 
an der hypo- bis anergen Reaktion auf Lebend- und 
Totvakzinen festgestellt werden. 

Die Ausbreitung des Krankheitserregers im Organismus 
wird durch die immunsuppressive Basiskonstellation des 
Patienten stark gefordert. Auch die Medikamente bekom- 
men in einem immunsupprimierten Organismus zu wenig 
Unterstutzung seitens des Immunapparates . 

Wegen des gravierenden Einflusses der immunsuppressiven 
Lage auf den Krankheitsverlauf wird daher erfindungs- 
gemSB durch eine Eliminierung bzw. Coeliminierung der 
reifen, immunkompetenten Suppressorzellen mit Antikor- 
pern und/oder deren Konjugaten (Phase I) und durch eine 
indirekte in vitro PxcLaktivierung bzw, eine direkte in 
vivo Reaktivierung der Patienten-Ef fektorzellen (Phase II) 
der krankheitf ordernde immunsuppressive Zustand des Pa- 
tienten beendet. Fur die Behandlung sind die oben 
beschriebenen Komponenten A und B geeignet, wobei in 
Phase II bzw. als Komponente B jeweils statt Tumoranti- 
gen oder HIV das Erreger-Antigen eingesetzt wird. 
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Zur Therapie von immunkomplex-assoziierten Krankheiten 
( Autoimiaunerkr ankungen , Glomerulonephritiden , chroni- 
schen Infekten, neoplastischen Erkrankungen) kann die 
mit oralen Enzympraparaten durchgefflhrte Therapie durch 
die in vivo Eliminierung/Coeliminierung von 3-Zellen 
unterstiitzt bzw. ersetzt werden. Dazu geeignet sind (a) 
Anti-CD19- und/oder Anti-CD20- und/oder Anti-CD21- 
und/oder Anti-CD22-AK bzw. deren Konjugate mit 
Cytotoxinen ( " Immuntoxine n ) . 

(b) Kombination von (a) xait Anti-CD4/Leu3/T4-AK bzw, * 
deren Konjugaten mit Cytotoxinen. 

(c) Falls das Antigen bekannt ist, wie z.B. bei der 
gegen die glomerulare Basalmembran gerichteten 
Glomerulonephritis, wird das Konjugat aus diesem 
Antigen bzv;. seinem Anti-Idiotypen mit Cytotoxinen 
und/oder mit staxken Tolerogenen (D-GL) verwendet. 

(d) Die unter Punkt (a) und (b) aufgefiihrten Antikor- 
per bzw. Immuntoxine kSnnen mit Antikorpern gegen 
Complement bzw. seine Untereinheiten kombiniert 
werden. 

(e) Kit Fab (F(ab 1 ) 2 -Untereinheiten (a) der gegen Fc- 
Rezeptoren (den proteinase-sensitiven und/oder den 
proteinase-resistenten Rezeptoren) und/oder (b) 
der gegen Complement-Rezeptor 1 (C3b-spezif isch) , 

2 (C3d-spezifisch) und 3 (C5a-spezif isch) gerich- 
teten Antikorpern kann die Chemotaxis und 
Aktivierung von gewebezerstSrenden Makrophagen und 
(neutrophilen) Granulozyten weitgehend verhindert 
werden. Beispiel eines solchen Fc-Rezeptor erken- 
nenden Antikorpers ist der CD16/Leulla/b/c-Mab. 

(f) Mit der Fc-Untereinheit von IgG (=Fc-gamma) kann 
die Bindung und Aktivierung von Makrophagen und 
Granulozyten gehemmt werden. 
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(g) Mit Anti-alpha2-Macroglobulin und/oder 

Anti-aiphal-Proteinase-Inhibitor kann die 
vorzeitige Inaktivierung von Gewebe zerstcrenden 
Proteasen erzielt werden. 

Bei entzundlichen Vorgangen im Gelenk, wie sie bei * 
entzundlichen Rheumaerkrankungen (rheumatoide Arthritis) 
auftreten, spielen Inter leucine (IL-1 und IL-2) sowie 
Leukotriene (z,B. LTB4) eine wichtige Rolle. IL-1 tragt 
zur Ausscheidung von PGE2 und von Kollagenase bei. LTB4 
wirkt chemof aktisch auf Makrophagen. Der von Makrophagen 
ausgeschiedene PAF ("platelet activating factor") ist 
ebenso chemof aktisch. Zur Behandlung dieser Erkrankun- 
gen eignen sich daher .Anti-PAF-Antikorper , Anti-FGE2-Anti- 
korper, Anti-LBT4-Antik6rper , Anti-IL-l-Antikorper , 
Anti-IL-2-Antikorper, Collagen/Tropocollagen-Kon jugate 
mit Cytotoxinen und/oder Tolerogenen (D-GL) f alpha2-Macro- 
globulin und/oder alphal-Protease-Inhibitor , Anti-CD19 
(CD20, CD21, CD22)-AK, allein Oder kombiniert mit 
Anti-CD4/Leu3/T4-AK, Fc-Untereinheit von IgG oder 
Anti-Complement bzw. Anti-Coraplement-Untereinheiten. 

Das System Idiotyp: Anti-Idxotyp funktioniert schneller 
und sensibler als das System Antigen: Antigen-erkennende 
Immunozyten. Die Gegensteuerung der Idiotypen durch 
Anti-Idiotypen erfolgt durch CTL- bzw. B-artige Mecha- 
nismen und nicht durch Bildung von (Anti-Idiotyp) -Sup- 
pressorzellen. Anti-Idiotyp entspricht einem hochkonzen- 
trierten Antigen, eher einem bereits prozessierten 
Antigen (Epitop) auf APC (Makrophagen) -OberflSche. 
Bekanntlich ist dieses hochkonzentriert und hoch effi- 
zient gegeniiber dem nicht-prozessierten, freien Antigen. 
Durch spezielle Konjugate werden immunre levant e Struktu- 
ren auf Immunozyten (T4- und/oder T8-Zellen) "kurzge- 
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schlossen" und die Zellen dadurch aktiviert, z.T. 
unabhangig von AOC ("intrazellulare/intramembranale 
cross-linkers") oder aber die immunkompetenten Zellen . 
werden durch "interzellulare cross-linkers" gezielt in 
engen Kontakt gebracht. 

Es werden nun neuartige Vakzinen auf der Basis von Aiiti- 
Idiotypen und von speziellen intrazellularen ( intr amembra- 
nalen) und/oder interzellularen cross-linkers (Heterokon- 
jugaten) zur Verfugung gestellt werden. Dazu konnen Anti- 
Idiotyp-AK oder seine Fab/F (ab » ) 2 -Untereinheit, frei 
oder gekoppelt als Hapten an stark immunogene Carriers 
verwendet werden. Es ist vorteilhaft, nicht nur einen, 
sondern mehrere Anti-Idiotypen , imitierend ("internal 
mirror image") mehrere Antigene bzw. Epitope des Krank- 
heitserregers (Bakterien, Viren, incl. HIV, Onkoviren 
usw.) vorzusehen. Ebenso ist es von Vorteil, den gleichen 
Anti-Idiotypen, bzw. seine Fab/F(ab') 2 ~ Ontereinheit, 
an mehrere verschiedene Carrier zu koppeln. 

Urn die gegenregulierenden Anti-Idiotypen im voraus zu 
verhindern und somit die klonale Expansion von das 
Pathogen erkennenden, fiir den spgteren Impfschutz 
wichtigen Idiotypen (CTL- und B-Gedachtniszellen) zu 
erhohen, wird die Vorbehandlung mit Konjugaten, be- 
stehend aus Idiotyp- (Fab/F (ab • ) 2 - Untereiaheiten des 
xenogenen, gegen das Pathogen gerichteten AntikSrpers 
mit Cytotoxin empfohlen. Alternativ oder zusStzlich 
hierzu kann der gleiche Idiotyp bzw. seine Untereinheit 
an starke Tolerogene (z.B. D-GL) gekoppelt werden. Die 
Kon jugate mit Cytotoxiner. fuhren zur Eliminierung der 
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gegensteuernden anti-idiotypischen T- und B-Subklone, 
die Konjugate mit Tolerogenen verhindern zusatziich 
deren Nachrekrutierung. 

Eine zusatziiche, z.T. APC (Makrophagen) -unabhar.gige 
Akrivierung von"T4- und/oder T8-Zellen kann durch 
"intranembranale cross-linkers", d.h. Konjugate aus 
Anti-CD3- bzw. Anti-Ti/WT31- bzw. Anti-CD2-plus Anti- 
CD4- bzw. Anti-CD8-Mabs (oder deren Fab/F {ab ') 2 ~Unter- 
einheiten) erzielt werden. Vorteilhaft ist die Kombina- 
tion dieser T4- bzw. T8-aktivierenden Konjugate mit 
Immunkonjugaten, bestehend aus IL-1 bzw. Tp67 (Fab/F (ab ') 2 ~ 
Untereinheit) mit Anti-CD4- bzw. Anti-CD8-Mab (Fab/ 
F(ab') 2 ) und/oder aus IL-2 mit Anti-CD4- bzw. Anti-CD8- 
Mab (Fab/F (ab 1 ) 2 > * Von Bedeutung sind auch ein IL-l:IL-2- 
bzw. ein Tp67: IL-2-Heterokonjugat , sowie Konjugate aus 
raitogenen Lektinen (z.B. PHA) bzw. deren Untereinheiten 
und Anti-CD4- bzw. Anti-CD8-Mab (Fab/F (ab 1 ) 2 • Eine 
Antigen (Pathogen) -spezif ische , APC (Makrophagen) -unab- 
hangige Aktivierung der T4- und T8-Subklone (und via 
T4-Subklone der B-Subklone) kann durch spezielle Konju- 
gate, bestehend aus Antigen (Bruchteil) bzw. Anti-Idiotyp 
(Fab/F (ab 1 ) 2 ) mit Anti-CD4- bzw. Anti-CD8 (Fao/F (ab 1 ) 2 ) 
erfolgen. Bei dieser antigenspezif ischen T- und B-Aktivie- 
rung werden demnach mitogene Antikorper (z.B. Anti-CD3- 
w Tl-Mab) bzw. mitogene Lektine (z.B. PHA) durch Antigen 
bzw. sein Anti-Idiotyp ersetzt. Eine weitere Form der 
beschleunigten T4- und T8-Aktivierung stellen "interzel- 
lulSre cross-linkers" dar. Diese Konjugate kSnnen anti- 
genspezif isch oder -unspezif isch sein. Die antigen-spezi- 
fischen Konjugate bestehen aus Antigen (oder seiner 
Peptid-Untereinheit) einerseits bzw. aus dem entspre- 
chenden Anti-Idiotyp-Antikorper andererseits , mit 
Anti-CDllc- bzw. Anti-CD14- bzw. Anti-CD15- bzw. Anti- 
CD16-Mab (oder deren Untereinheiten) . 



BMSOOClD <WO B9O9620A1* 



WO 89/09620 



PCT/EP89/00403 



- AS - 



Die antigen-unspezif ischen Konjugate bestehen aus 
mitogenen Antikorpern (Fab/F (ab 1 ) 2 ) (Beispiele: Anti- 
CD3-, Anti-Ti/WT31-, Anti-CD 2 -Mab) bzw. aus mitogenen 
Lektinen (Beispiel: PHA) oder dessen Untereinheiten 
(Monomeren) mit Anti-CDllc- bzw. Anti-CD14- bzw. Anti- 
CD15- bzw. Anti-CD16 (oder deren Untereinheiten) . 

Diese "interzellularen cross-linkers" sind auch im 
speziellen Falle der Anti-HIV-Vakzination bevorzugt, 
wobei die antigen-spezif ischen Konjugate hier aus 
HIV-Antigenen,. speziell env-Glykopeptiden (oder deren 
Peptid-3ruchstticken) bzw. entsprechenden Anti-Idiotypen 
mit Anti-CDllc bzw. Anti-CD14- bzw. Anti-CD15- bzw. 
Anti-CD16 (oder deren Untereinheiten) zusaromengesetzt 
sind. 

Die klonale Expansion von krankheitsschiitzenden T(CTL)- 
und B-Subklonen kann auch durch eine Vorbehandlung (2 
bis 7 Tage vor der Impfung) des Impflings mit Alkylantien 
wie Endoxan, dem Konjugat aus Pathogen bzw. seinen 
oligopeptidischen Untereinheiten mit (D-GL bzw, PEG 
bzw. isologem/antologem IgG, d aa Komjugat aus dem 
pathogen-imitierenden Anti-Idiotyp (Fab/F (ab 1 ) 2 ~Unter- 
einheit) mit D-GL bzw. PEG bzw. isologem/antologem IgG, 
PGE 2 -Inhibitor (Indomethazin, Aspirin) , Cimetidin 
und/oder Theophyllin (Theobromin) giinstig beeinfluBt 
werden. Dies gilt auch ftir Anti-HIV-Vakzinationen. 

Anstelle von vorgefertigten "interzellularen cross-lin- 
kers" kann durch eine sukzessive Behandlung mit Biotin-hal- 5 
tigen mitogenen Antikorpern (z.B. Anti-CD3- oder Anti- 
Ti/WT31-AK) bzw. deren Fab/F (ab ') 2 -Untereinheiten, und ' 
mit Avidin-haltigen AntikSrpern (Fab/F (ab 1 ) 2 ) des 
Anti-CDllc (Anti-CD14-, Anti-CD15-, Anti-CD 1 6- ) Typs 
ebenso eine gezielte Interaktion von immunkompetenten 
Zellen und somit T-Zell-Aktivierung erzielt werden. 
Dies gilt auch ftir den speziellen Fall der Anti-HIV- 
Vakzination. 
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Durch Verhinderung von gegenregulierenden antigenspezi- 
fischen Antikorpern kann die vorzeitige Kemmung der 
kionalen Expansion von cytotoxischen T-Zellen verhin- 
dert werden. Dazu werden Anti-B-Antikorper (mono- 
und/oder pclyklonale) bzw. entsprechende Ixnmuntoxine 
verwendet. 

Mit Anti-CD4-AK und/oder Anti-Leul8-AK kann die klonaie 
Expansion von cytotoxischen T-Zellen, unter denen sich 
auch ca. 10 % IL-2-produzierende Klone befinden, inten- 
siviert werden. Hierzu werden Anti-CD4-AK und/oder 
Anti-Leul8-AK bzw. entsprechende Immuntoxine verwendet. 

Mit Cytostatika konnen in der zweiten Phase der Sensi- 
bilisierung (6. bis 12. Tag nach Erstimpfung) die zu 
diesem Zeitpunkt stark prolif erierenden antigen-spezi- 
fischen Suppressorzellen eliminiert werden, und zwar 
mit Cytostatika (Alkylantien) , speziell Endoxin und/oder 
Anti-CD25/Tac bzw. IL-2 rCytotoxin-Konjugaten. 

Generell gilt, da£ sich die Effizienz der Impfung noch 
wesentlich steigern laBt wenn der Impfstoff mit Adjuvan- 
tien kombiniert ist, wenn man einen technisch aufwen- 
digeren Weg wahlt, indem man die Peripherblut-Leukozyten 
des Impf lings zuerst in Makrophagen, d.h. adharierenden 
Zellen, und Lymphozyten trennt, Makrophagen mit dem 
Antigen (Pathogen) inkubiert (2*4 Stunden) und anschlieBend 
wieder mit den Lymphozyten vereint und reinjiziert, und 
wenn man sogenannte "Schachbrett- H Vakzination (Sedlouk) 
vornimmt. Dies gilt auch fur die AIDS/ARC-Impfung. 

Bei den.bisher vorgesehenen Anti-AIDS-Impf stof f en wurde 
nichts gegen die Cogenerierung von Suppressorklonen, 
die bei einer spateren Infektion die begonnene Immun- 
antwort vorzeitig abbrechen, getan. Bekanntlich ist 
selbst die Proliferation von Vaccinia-Viren, die als 
Triiger(Vektor)-Viren bei der rekombinierten Vaccinia- 
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HIV-Impfung vorgssehen sind, mit starker Inmunsuppres- 
sion verbunden. Bei den hier vorgesehenen Vakzinen wird 
diese Schwache "konventioneller" Anti-AIDS- Irapfstoffe 
svstematisch umgangen. Es werden dazu HIV-Antigene 
(env- f pol- und/oder gag-Antigene) bzw. die entspre- 
chenden Anti-Idiotypen, vorteilhafterweise jedoch die 6 
bis 20 Aminosauren enthaltenden Peptidbruchstiicke 
dieser viralen Antigene und/oder die Fab/F (ab ' ) 2 ~Unter- 
einheiten der entsprechenden Anti-Idiotyp-Antikorper 
als Haptene zusammen mit stark immunogenen Carriers 
verweridet. Ein Sonderfall ist die prophylaktische 
Impfung mit gp!20 bzw. deren Peptid-Untereinheiten 
sowie die Impfung mit An ti -CD 4 - AK bzw. deren Fab/- 
F (ab 1 ) 2 -Untereinheit. Die bereits bekannte Vakzination 
mit Anti-CD4-Antikorpern kann wesentlich verbessert 
werden, wenn anstelle von Anti-CD4-AK entweder seine 
Fab/ (F (ab 1 ) 2 -Untereinheit Oder vorteilhaf terweise ein 
Konjugat mit einem Oder besser mehreren stark immuno- 
genen Carriers und/oder eine Kombination mit anderen, 
zusatzliche virale Antigene erkennenden Konjugaten 
vorgesehen wird. Urn die gegenregulierenden Anti-Idio- 
typen im voraus auszuschalten und hierdurch die klonale 
Expansion von HIV-bekSmpfenden cytotoxischen T- und 
B-Gedachtniszellen zu erhShen, wird die Vorbehandlung 
mit Konjugaten aus Idiotypen, d.h. Fab/ (F (ab f ) 2 -Unter- 
einheiten der gegen HlV-Struktixren gerichteten AntikSr- 
per, plus Cytotoxin empfohlen. Alternativ oder zusStzlich 
hierzu kann der gleiche Idiotyp bzw. seine Untereinheit 
an starke Tolerogene (z.B. D-GL) gekoppelt werden. Die 
Kon jugate mit Cytotoxinen filhren zur Eliminierung der- 
gegensteuernden anti-idiotypischen T- und B-Subklone, 
die Konjugate mit Tolerogenen verhindern zusatzlich 
deren Nachrekrutierung . Eine zusStzliche, zum Teil APC 
(Makrophagen) -unabh&ngige Aktivierung von T4- und/oder 
T8-ZeLlen kann durch "intramembranale cross- linkers" , 
d.h. Konjugate aus Anti-CD3- bzw. Anti-Ti/V7T31- bzw. 
Anti-CD2- mit Anti-CD 4- bzw. Anti-CD 8 - AK s erzielt 
werden . 
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Eine antigen-spezif ische T4- bzw. T8-Aktivierung (und 
via T4 eine 5-Aktivierung) kann durch Konjugate aus 
viralen Antigenen (bzw. deren Peptid- Untereinheiten) 
und/oder den entsprechenden Anti-Idiotyp-Antikorpern 
mit Anti-CD4- bzw. Anti-CD8-AK erzielt werden. 

Vorteilhaft ist die Kombination dieser T4- bzw. T8-akti- 
vierenden Konjugate mit Immunkon jugaten, bestehend aus 
IL-1 Oder IL-2 bzw. Tp67 (Fab/F (ab 1 ) 2 -Untereinheit) mit 
Anti-CD4- oder Anti-CD8-AK (Fab/F (ab 1 ) 2 ) . Von Bedeutung 
sind auch ein IL-l:IL-2- bzw. ein Tp67 : IL-2-Heterokon- 
jugat, sowie Konjugate aus mitogenen Lektinen (z.B. 
PHA) bzw. deren Untereinheiten (Monomeren) mit Anti-CD4- 
bzw. Anti-CD8-AK (Fab/F (ab ') 2 ) . Eine sehr effektive, 
aber technisch schwerer durchfuhrbare prophylaktische 
Vakzination sieht vor, aus dem Peripherblut des Imp fi- 
lings zuerst die adharierenden Zellen (Makrophagen) 
abzutrennen, sie anschlieBend in Anwesenheit von inakti- 
vierten freien oder membran-gebundenen HIVs und Makropha- 
. gen-Aktiviatoren (z.B. Endotoxin, gamma-Inter feron, 
MDP/MTP-PE) sowie von PGE2 (PGE1) -Inhibitoren (Indometha- 
zin, Aspirin) und/oder Anti-PGE2 zu inkubieren und 
diese HIV-Strukturen prSsentierenden Makrophagen direkt 
oder nach Inaktivierung (Mitomycin C, Bestrahlung, 
Formaldehyd/Glutaraldehyd) zwecks prophylaktischer 
Anti-AIDS-Vakzination in den Impfling zu injizieren. 
Durch eine Vorbehandlung von env-Glykopeptiden, speziell 
gpl20 (gpl60) mit Mucopolysaccharidasen (Neuraminidase, 
Lysozym) kann die Antigenitat dieser viralen Strukturen 
stark erhoht werden, ebenso wie durch direktes Zusetzen 
von Vakzine. 

Bei Knochenmark-Transplantationen, wie sie bei ganzkSr- 
perbestrahlten und/oder supraletal chemotherapierten 
Leukamiepatienten, aber auch bei 'Patienten mit oplasti- 
scher Anamie und jenem mit SCID ("severe combined 
ummunodeficiency disease") praktiziert werdeh, mussen 
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die restlichen tumorprotektiven Suppressorzellen analog 
wie auch sonst bei Tumorpatienten entfernt werden. Auch 
die in vitro Praaktivierung b2w. in vivo Reaktivierung 
von iiamunkompetenten Ef f ektorzellen, die die Prolife- 
ration von den residuellen -Tumor- und (Pramikro) -metas- 
tasenzellen f aber auch die explosionsartige Vermehrung 
von bakteriellen und viralen Infekten in der kritischen 
Phase vor der Reetablierung der Patienten-immunabwehr 
verhindern sollen, zeigt Analogien zur Immunreaktivie- 
rung nach Suppressorzell-Depletion, wie oben bei Tumor- 
und AIDS-Patienten beschrieben. 

Durch die unspezif ische Pradepletion immunkompetenter 
Lymphozyten im Rahmen der Ganzkorperbestrahlung bzw. 
der hochdosierten Chemotherapie kommt man schon mit 
einem Bruchteil der sonst benotigten Antikorper und 
Immunstimulantien bzw. regenerierter Ef f ektorzellen 
aus. 

Bei histoinkompatiblen Knochenmark-Spendern kann durch 
in vitro Pradepletion alloreaktiver T-Zellen, die in 
einer Art MLC/MLR-Ansatz praaktiviert und anschlieBend 
mit Immuntoxinen auf der Basis spezieller, aktivierter 
T-Zellen erkennender Mai oder des Lymphokins IL-2 
lysiert werden. Alternativ hierzu kSnnen in vitro 
allospezif ische Suppressorzellen pr&generiert und 
den Spender-Knochenmarkzellen vor Infusion zugesetzt 
werden. Diese PrSgenerierung der allospezif ischen 
Suppressorzellen erfolgt ebenso in einer Art MLC/MLR- 
Ansatz, allerdings unter* streng immunsuppressiven 
Bedingungen . 

Die zur T -Depletion von restlichen, tumor-spezifischen 
Suppressor-T-Zellen und Ef fektorzell-Aktivierung 
geeigneten Mittel ntsprechen jenen bei der Behandlung 
von Tumor- und AIDS-Patienten beschriebenen. 
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Fur die in vitro Pradepletion von alloreaktiven T-Sub- 
klonen sind Anti-CD25/IL-2-Rezeptor-AK , Ar.ti-CD45-AK 
una/ oder Anti-HLA-DR-AK (plus Complement) oder entspre- 
cnende Immuntoxine geeignet. Diese Antikorper bzw. 
Immuntoxine werden 4 bis ,6 Tage lang coinkubierten 
Spender- und Empf anger- Lymphozyten zugesetzt, wobei 
die alloreaktivierten - und nur diese - T-Zellen in 
vitro eiiminiert werden. 

Die allospezif ischen Suppressor-T-Zellen konnen durch 
eine 6- bis lOtagige Coinkubation von Spender- und Em- 
pf ancer-Lymphozyten in einem Medium, das Corticosteroide 
wie Hvdrocortison, Prednison, Methylprednisolon, immunsup' 
pressive Cytostatika (Azathioprin) , Cyclosporin A, PGE2 
(PGE1) , Anti-HLA-DR-AK , Anti-CD4-AK, ConA und/oder 
Anti-IL-2 (Anti-IL-1) enthalt prageneriert und dem 
Spendermark zugemischt werden. 

Die autologe Knochenmark-Transplantation bei soliden 
Tumoren kann durch CK-2-AK bzw, CK-2-Immuntoxin 
verbessert werden, Durch Cytokeration-erkennende 
Antikorper und Immuntoxine konnen autologe Lymphozyten, • 
aber auch LAK- und TIL- Zellen von kontaminierenden 
Tumorzellen befreit (purged) werden. Dazu konnen 
CK-2-AK und/oder sein Konjugat mit Cytotoxinen 
eingesetzt werden. 

Fur alle bisher beschriebenen Verfahren sind noch eine 
Reihe weitere Kon jugate geeignet, die allein oder 
vorteilhaft als Bestandteil des entsprechenden 
erf indungsgemaBen Arzneimittels immunstimulierenden 
und/oder immuntherapeutischen Effekt aufweisen. Sie 
greifen aktiv in die Immunregulation ein und k5nnen 
eine ganze Reihe von Krankheiten positiv beeinf lussen. 
Einige unter ihnen ermoglichen wesentliche^ Verbesserun- 
gen bei Organ (Nieren) - und/oder Knochenmark-Transplan- 
tationen. 
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Eine Variante sind Inmunkonjugate, die aus zielzell-er- 
kennenden Antikorpern und Enzymen, die Cytostatika 
lokal aktivieren (Zielzellen: Tumorzellen, (retro) viral 
(z.B. mit EIV5 befallene Zellen, Leukozyten-Subpopula- 
tionen bestehen. Die Vorstufen bzw. chemisch prainaktivier- 
ten Cytostatika ("prodrugs") werden durch Enzyme, die 
als Konjugate mit Anti-Tumor-AK an die Tumorzielzellen 
"fixiert" und lokalisiert werden, in situ in ihre 
aktive, cytotoxische Form umgewandelt (Beispiel: orale, 
in situ aktivierbare Cytostatika) . Das gleiche Prinzip 
gilt auch fiir die selektive Eliminierung von Leukozyten- 
Subklassen (z.B. Suppressor-T-Zellen) . In diesem Falle 
werden die Anti-Tumor-AK durch Anti-Leukozyten-AK im 
Konjugat ersetzt. Im Falle der selektiven Eliminierung 
von Leukozyten-Subklassen konnen die Cytostatika-aktivie- 
renden Enzyme an Cytokine (Monokine, Lymphokine) statt 
an AntikSrper gekoppelt werden. 

Eine weitere Variante sind Immunkon jugate, die aus 
Zielzell-erkennenden AntikSrpern und Enzymen, die 
essentielle Zellmetabolite lokal 'vor deren Internali- 
sierung abbauen und so die Zielzelle "aus hunger n" 
(Zielzellen: Tumorzellen, (retro)viral (z.B. mit HIV) 
befallene Zellen, Leukozyten-Subpopulationen) bestehen. 
Diese Immunkonjugat-Klasse kann klassische Immuntoxine 
ersetzen Oder untersttitzen; dadurch kSnnen etwaige 
Probleme der RES-Toxizitat von Immuntoxinen umgangen 
werden. Das Prinzip dieser neuartigen Immunkonjugate • 
ist die lokale Verarmung der Zielzellen (Tumorzellen, 
Leukozyten-Subpopulationen) an essentiellen Zellsubstra- 
ten. Beispielsweise geeignet sind Immunkonjugate, die 
je eines der folgenden Enzyme Asparaginase, Glutaminase, 
Arginase, Methioninase, beta-Tyrosinease, Phenyl- 
alanin-Ammoniua-Lyase, Xanthin-Oxidase, Folsaure- 
abbauenden Enzymen (Carboxypeptidase G) und je einen 
AniHkorper, erkennend Membranstrukturen auf den Ziel- 
zellen (z.B. Tumorantigene, Differenzi rungsantigene 
usw.) enthalten. 
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Wenn Leukozyten-Subpopulationen selektiv geschadigt 
werden sollen, konnen die zellmetabolite-abbauenden 
Enzyme an Cytokine (Monokine, Lymphokine) s.tatt an 
Antikorper gekoppeit werden. 

Allgemein ausgedriickt besteht di.ese Immunkonjugat- . 
Klasse aus Enzymen, die die Zielzelle an metabolischen 
Prakursoren verarmen laBt und aus entsprechenden AK 
(bzw. deren Untereinheiten) , die diese Enzyme an die 
Oberflache der Zielzellen (und nur dieser) binden. 

Bei der bekannten "Enzymtherapie" , z.B. mit Aspara- 
ginase oder Arginase, wird das Enzym als solches inji- ■ 
ziert; die Wirkung ist nicht-selektiv und nicht-lokali- 
siert, die Mengen des benotigten Enzyms entsprechend 
hoch. Die Wirkung der Enzym-Kon jugate mit Zielzell-er- 
kennenden AK bzw. deren Fab/F (ab 1 ) 2~Untereinheiten ist 
lokalisiert auf die Zielzellen und hierdurch selektiv. 

In einer weiteren Aus fiihrungs form werden Immunkonjugate, 
verwendet, ' die aus Zielzell-erkennenden AntikSrpern 
und Enzymen, die die Zielzel?.en, insbesondere Leukozyten- 
Subpopulationen direkt aktivieren. Das Grundprinzip 
dieser Iramunkonjugat-Klasse ist die gezielte "Fixierung" 
von zielzell-aktivierenden Enzymen an der Oberflache 
dieser Zielzellen. Detaillierte Versuche haben gezeigt, 
daB Hydrolasen (Proteinasen, Lipasen, Mucopolysacchari- 
dasen) Zellen kurzfristig aktivieren konnen und daB 
dieses Prinzip von immunkompetenten Zellen selbst zur 
Steigerung der Aktivitat genutzt wird. Der Vorteil 
dieser und anderer Enzym-haltiger Immunkonjugate ist 
deren Wirkung nicht nur auf die einzelne, Enzym-beladene 
Zielzelle, sondern auch auf die unmittelbaren Nachbar- 
zielzellen, die evtl. vom Immunkonjugat nicht "erreicht" 
worden sind. Aus gleichem Grund sind Radionuklid-haltige 
Immunkonjugate erf olgreicher als Cytotoxin (Ricin Oder 
Doxorubicin) -haltige. 
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Hierzu sind Immunkonjugate, bestehend aus je einem 
hydrolytischen Enzym (Proteinasen, wie Trypsin, Chymo- 
trypsin, Papain, Bromelin; Lipasen oder Mucopolysaccha- 
ridasen, wie Sialidase/Neuraminidase/RDE oder Lysozym) 
und aus je einem zielzell-erkennenden Antikorper geeig- 
net. An die S telle der Antikorper konnen Cytokine/Mono- 
kine, Lymphokine) treten, da deren Affinitat zum Rezep- 
tor noch hoher als jene des Antikorpers zum Membran- 
antigen ist. 

Dm Leukozyten-Subpopulationen als Zielzellen zu aktivie- 
ren, konnen Konjugate, bestehend aus zielzell-erkennenden 
Antikorpern und zielzell-aktivierenden Komponenten 
eihgesetzt werden, wie z.B. Immunkon jugate, bestehend 
aus Makrophagen/Monozyten-,NK-Zellen- oder T-Zellen-akti- 
vierenden Immunstimulatoren/Immunpotentiatoren, und je 
einem zielzell-erkennenden Antikorper, insbesondere 
Immunkon jugate , bestehend aus Interf er on-gamma , Lysole- 
zithin, Endotoxin oder MDP (MTP-PE) und Anti-Mi (M3 , MS, 
CR1 ) -AK oder aus Statolon oder Phorbolester und Anti-CD2- 
(CD5)-AK. 

Mit dieser Immunkonjugat-Klasse werden zellaktivierende 
Substanzen direkt an die Zielzellen gebracht, wodurch 
ihre Dosierung relativ niedrig gehalten 'werden kann. 

Weiterhin konnen ftlr Tumorzellen oder (retro) viral 
(z.B. mit HIV) befallene Zielzellen Kon jugate, die aus 
zielzell-erkennenden Antikorpern und cytolytischen 
Cytokinen z.B. dem Monokin TNF oder dem Lymphokin 
Lymphotoxin bestehen, insbesondere Kon jugate von TNF 
oder Lymphotoxin mit Anti-Tumor-Antik5rpern oder von 
TNF mit Anti-gpl20-Antikorpern verwendet werden. Durch 
diese Art von Konjugaten kSnnen cytotoxische (tumori- 
zide) Effektorsubstanzen gezielt an die Zielzelle 
gebracht werden; die Nebenwirkungen kSnnen durch Dosis- 
reduktion stark vermindert werden. 
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Zur Antigen-spezif ischen T-Aktivierung eignen sich 
Miechungen, die mitogene, die T4 : APOInteraktion sterisch 
nichr hindernde Antikorper (z.B. Anti-CD5/Tl- Oder 
Anti-CD2/ Tll-Ak) und"/ oder Tp67 bzw. IL-1 enthalten. 
Durch diese Antikorper oder besser deren Fab/F(ab') 2 ~ 
Untereinheiten konnen T-Zellen in den "Bereitschaf ts- 
zustand" gebracht werden und durch hinzukommendes 
Antigen in seiektiver Weise aktiviert werden. 

Von besonderer Bedeutung sind noch Konjugate aus jewei- 
ligen Effektorzell-spezif ischen AntikSrpern und den 
■fur die einzelnen Ef f ektorzellen (Makrophagen/Monozyten, 
NK- und CTL-Zellen) spezifischen Immun stimulator en 
(Immunpotentiatoren, BRM ("biological response modi- 
fiers") ♦ Als Beispiel seien genannt die Konjugate aus 
Anti-CDllc/CD14/CD15/-Antik6rpern und MDP (oder MTP-PE 
oder Thioglykoll) , die eine selektive Makrophagenakti- 
vierung ermoglichen, und zwar bei Immunstimulator-Do- 
sierungen, die weit unter jener bei der systemischeh 
Gabe liegen und somit die toxischen Nebenwirkungen we- 
sentlich reduzieren. Ein interessantes Beispiel sind 
auch Konjugate aus Anti-T-rZell-Antikorpern und 2-Mer- 
captoethanol, da das 2-Mercaptoethanol bei der (poly- 
klonalen) T-Zell-Aktivierung die Makrophagen (f aktoren) 
partiell ersetzen kann. Die Immunstimulator-Applikation 
in Form von (Hetero) konjugaten hat auch wesentliche 
Vorteile gegeniiber der Enkapsulierung von Liposomen, da 
Liposoraen-Enkapsulate nach der Phagozytose von Liposomen 
durch Makrophagen den lysosomalen Enzymen ausgesetzt 
sind und hierbei inaktiviert oder abgebaut werden 
konnen. Zudem sind Heterokon jugate im Kfirper "beweg- 
licher" als Liposomen, die die Blutbahn nicht verlassen 
konnen. 

Beispiele von Immunstimulatoren sind Tilorone, Propan- 
Diamin, Mercaptoalkylamine, BL-20803, MA-56, AET , 
U-25/166, PMA (Phorbol-Myristat-Acetat) , Cimetidir*, 
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Quinacrin, bakterielle Extrakte, Lipopoly saccharide, 
Lipid A, Endotoxin , Toxoide, pflanzliche Extrakte 
(Lentinan, Pachymaran, Carboxymethylpachymaran) , KLH, 
Laetile, Levamisol, Zymosan, TNP-KLH, Statolon, Pyran- 
Copolymere (Maleinsaure-DivinyleiJier-Copblymere) , COAM, 
Levan, Oxazolon, Hiu I und Wax C. 

Von besonderer Bedeutung sind noch Kon jugate, bestehend 
aus Antikorpern gegen die jeweiligen Ziel2ellen (Makropha« 
gen, T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen) und den spezifischen 
Cytokinen (Monokinen, Lymphokinen) . So sind z.B. Anti- 
CDllc/CD14/CD15-AKs mit Lymphokinen wie MIF ("migration 
inhibition factor") , MAF ("macrophage activation factor") 
M-CSF ("macrophage colony stimulating factor") und IL-3 
sowie gamma- Interferon (s.o.) zu konjugieren, um diese 
Makrophagen-stimulierenden Cytokine gezielt und subdo- 
siert an die "richtige Adresse", die Targetzelle, zu 
bringen. fihnlich sind Anti-B-Zell- AKs mit Lymphokinen 
wie BCGF ("B cell growth factor") oder BCDF ("B cell 
differentiation factor") zu konjugieren und zur weiteren 
Ef fizienzsteigerung mit Konjugaten, bestehend aus 
gleichen Antikorpern und IL-1, IX- 2 und/oder gamme-IFN, 
zu kombinieren. 

Zur Verbesserung der Therapie mit LAK ("lymphokine-activa 
ted killer" cells) /IL-2 (nach S.A. Rosenberg) sind die 
im folgenden beschriebenen Mittel geeignet. Die von 
S.A. Rosenberg et al., entwickelte LAK/IL-2- Tumorthera- 
pie hat den Nachteil, daB bei der in vitro Generierung 
von LAK-Zellen die Suppressorzellen mitaktiviert und . 
klonal expandiert werden und daB die LAK-Zellen dem 
Patienten infundiert werden r dessen Suppressorzellen 
nicht zuvor eliminiert worden sind, wodurch die Anzahl 
benotigter LAK-Zellen enorm hoch gehalten werden muB, 
urn den massiven Widerstand der zurtickgebliebenen Sup- 
pressorzellen zu tiberwinden. Die spSteren Rezidive sind 
unter diesen Umst&nden nahezu vorprogrammiert. 



WO 89/09620 



PCI7EP89/00403 



- ft - 

Urn diese Situation zu verbessern, werden nun erfindungs- 
gemaB bei der in vitro Generierung von LAK-Zellen 
zur Verhinderung der Cogenerierung von Suppressorzelien 
Anti-Leul8-AK bzw. ein Gemisch aus 1/2 cytolytischer 
Dosis aus Anti-Leu8- und 1/2 cytolytischer Dosis aus 
Anri-Leul8-AK oder aber ein Gemisch aus je 1/3 cytoly- 
tischer Dosis aus' Anti-Leu3-, Anti-Leu8- und Anti-ieulS- 
AK sowie IL-2, Anti-PGE2 (Anti-PGEl) und/oder PG-Inhibi- 
tcren (Indcmethazin, Aspirin) verwendet. Effizienter 
als Antikorper, die mit Complement gegeben werden 
mussen, sind entsprechende Immuntoxine . 

Da die LAK-Zellen zu 90 % aus NK-Zellen bestehen, kann 
zur Venneidung der Cogenerierung von Suppressor-T-Zellen 
die CD3-positive T-Zell-Fraktion mit mono- und/oder 
polyklonalen panT-spezif ischen Antikorpern (z.B. Anti-CD3- 
AK, ATG) depletiert werden, oder aber die CD4-positiven 
bzw. die CD8- positiven Subklone eliminiert werden. 
Auch hier sind entsprechende Immuntoxine effizienter 
als die Antikorper , ' die mit Complement kombiniert 
werden mussen. 



#Die Inaktivierung der radiosensitiven, leu3 + 8 + 18 + - 
Inducer-Suppressorzellen durch Vorbestrahlung des in 
vitro Ansatzes kann die Effizienz der Suppressor-Elirai- 
nierung noch weiterhin steigern, ebenso sie der Zusatz 
von lysosomotropen Substanzen, wie z.B. Monensin, Chloro- 
guin und/oder NH 4 C1. Evtl. kontaminierende Tumorzellen 
konnen durch CK-2-AK (bzw. Immuntoxin) eliminiert 
werden. 



Zur Verbesserung der Therapie mit TIL ("tumor-infiltra- 
ting lymphocytes") /IL-2 (nach S.A. Rosenberg et al.) 
konnen ebenfalls erf indungsgemaBe Mischungen eingesetzt 
werden. Bei di ser Technik lieflen sich spatere Rezidive 
reduzieren, wenn ahnlich wie bei der LAK/IL-2-Technik 
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dafiir gesorgt viirde, da£ in vitro keine Suppressorzell- 
Subklone cogeneriert wiirden und in vivo das eingesetzte 
Cyclophosphamid mit mono- oder polyklonalen Antikorpern 
bzw. vorzugsweise deren Immunkonjugaten kombiniert 
wiirde, urn ruhende und Gedachtnis-Suypressorzellen, die 
fur spatere Rezidine verantwortlich sind, mitzuelimi- 
nieren. Hierzu sind oben zur Verhinderung der Cogenefie- 
rung von Suppressorzellen beschriebenen Mischungen und 
die oben erwahnte Vorbestrahlung der radiosensitiven 
Inducer- Suppressorzellen geeignet. Zur Miteliminierung 
von nicht-proliferierenden enddif f erenzierten, ruhenden 
("resting") und/oder GedSchtnis-Ef f ektor-Suppressorzellen 
ist eine Mischung aus Cytostatika (z.B. Cyclophosphamid) 
und mono- oder polyklonalen AntikSrpern (besser Immun- 
toxinen) gegen CD3-positive T-Zellen oder deren CD8-po- 
sitive Subpopulation geeignet. 

Die an die Behandlung von Leukam i epatienten Rezipienten 
von Knochenmark erinnernde Behandlung von AIDS-Patien- 
ten konnte wesentlich verbessert werden, wenn die Ganz- 
korperbestrahlung mit einer Nachbehandlung mit mono- 
Oder polyklonalen Antikorpern (Immuntoxinen) kombiniert 
wiirde und die Patienten mit in vitro prSgenerierten 
bzw. in vivo reaktivierten viruziden Ef fektorzellen 
rekonstituiert warden. Hierzu sind die erf indunggemSflen 
Mittel, die fur Tumorpatienten* bzw. Organtransplantatio- 
nen beschrieben wurden, analog geeignet. 

Eine Kombination von kutaner Prasensibilisierung und in 
situ Immunisierung mit dem gemeinsamen Antigen (Hapten) , 
ist speziell geeignet zur Behandlung des Blasencarcinoms. 
Das Prinzip ist die klonale Praexpansion von antigen- 
bzw. hapten-spezifischen T-Zellen (CTLs , T DTH /T D ) , die 
bei nachfolgender intratumoraler Immunisierung (mit dem 
gleichen Antigen bzw. Hapten) in erhShter Zahl und 
aktiver Form der Immunabwehr zur Verftigung stehen. Als 
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Beispiel kann die TNBS dienen, mit der zuerst eine 
Prasensibilisierung nach Art des Cutantestes durchge- 
fiihrc wird und anschlieBend nach der Blaseninstallierung 
der gleichen TNBS die pragenerierten T DTH /T D -Zellen zur 
Eiase wandern, urn dort die TNB-Haptengruppe-aufweisenden 
Tumor zellen abzutoten. Hier werden erf indungsgemaB mit 
Proteinen (z.B. Eutanen Proteinen) und Zellmembranen 
direkt und schneil reagierende Substanzen, die nach 
dieser Bindung als stark iromunogene Eaptene die Entste- 
hung von T^g/T^-Zellen , d.h. iiberwiegend CD4-positiven, 
bei der DTH-Reaktion beteiligten T-Zellen mit cytotoxi- 
schen Eigenschaf ten stark fordern, verwendet. Hierzu 
gehoren alle stark haptenisierenden Verbindungen, u.a. 
DNCB, TNCB , DNB.B, TNB.B, Picrylchlorid und die am 
besten geeignete, da wasserlosliche TNBS (Trinitroben- 
zolsulf onsaure) . Ebenfalls geeignet sind Antikorper, 
Mabs und Mab-Gemische , sowie deren Fab/F (ab * ) 2 ~Unterein- 
heiten, die sich an die Zelloberf ISche (zuerst Cutanzellen, 
spater Tumorzellen) binden, Lektine und Prolektine bzw. 
deren Untereinheiten (Monomeren) , die sich an Saccharid- 
Einheiten der Haut und spater der Tumorzellen binden 
sowie nicht-pathogene Viren (z.B. Vaccinia-Virus, 
NewCastle-Disease-Virus, Influenza-Virus) . 

Humor ale Suppressorf aktoren konnen einen enormen EinfluB 
auf die Immunantwort haben und ihre Neutralisierung ist 
daher wunschenswert . 

Die meisten in vitro Tests werden in Abwesenheit des 
Patientenserums durchgefiihrt und sind mit den Fehlern 
bzw. Unsicherheiten eines unbekannten Beitrages von 
humoralen Suppressorf aktoren des Patientenserums be- 
haftet; die in vitro gemessene ZellaktivitSt ist meist 
hoher als die tatsachliche in vivo AktivitSt. Es wSre 
daher wichtig, nicht nur die zellulSre Aktivitat, 
sondern auch den Plasmaspiegel von ISslichen Suppressor- 
faktoren zu messen. 
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Obwohl die Suppressorf aktoren im Einzelnen noch nicht 
bekannt sind, sind sie grundsatzlich in der loslichen 
Fraktion der immunre levant en Membranstrukturen zu 
ervarten. Hierzu gehoren losliche IL-2-Rezeptoren, 
losliche MHC I-Moiekiile und losliche MHC II-Molekiile, 
losliche CD4-Molekiile, losliche CD8-Strukturen," Plasma- 
Prostaglandine, speziell PGE2 und PGE1, Plasma-CortiCo- 
steroide, losliche CD2-Molekule , losliche T9-Substanzen, 
losliches beta2-Microglobulin und losliche Rezeptoren 
fur Cytokine (Monokine und Lymphokine) generell (z.B. 
losliche Rezeptoren fur IL7I, IL-2, M-CSF, GM-CSF). 

Durch Titration dieser loslichen immunsuppressiven 
Faktoren mit entsprechenden AntikSrpern kSnnte die vom 
Patientenplasma ausgehende Immunsuppression "neutrali- 
siert" werden. Im Falle der loslichen -Cytokine (incl. 
Interferon) Rezeptoren laBt die Titration mit Cytokinen 
direkt f nicht mit AntikSrpern, Rttckschltisse liber die 
Konzentration der loslichen Cytokin-Rezeptoren im 
Plasma zu. 

2ur Verwendung fiir diesen Zweck geeignet sind AntikSrper 
gegen losliche Fraktionen von IL-2-Rezeptor , MHC I, MHC 
II, CD4 f CDS, CD2, T9 , beta2-Microglobulin, Prostaglan- 
dine und/oder Corticosteroide (Hydrocortison) ; die 
Cytokine IL-1, IL-3, (IL-2) , M-CSF, GM-CSF sowie Inter- 
feron alpha, beta und gamma. 

Eine hochspezifische und zugleich • immunsuppression- freie 
Eliminierung der Tumor- bzw. (retro) viral (z.B. HIV-) 
befallenen Zellen und der sie beschiitzenden Suppressor- 
zellen ist moglich durch Verwendung von Anti-Tumor (Re- 
trovirus ) -AntikSrpern bzw. der entsprechenden Immuntoxine 
(zur Eliminierung von Tumor zellen bzw. von retroviralen 
Strukturen exprimierender Zielzellen) , von Anti-Idiotyp- 
AntikSrpern (gegen Tumor ant igene bzw. retrovirale 
Epitope) oder von Immuntoxinen , bestehend aus Anti- 
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Idioty?-Fab/F (ab 1 } ^ und Cytotoxin und/oder aus Anti- 
Idioryp-Fab/F (ab 1 ) 2 und Tolerogen (D-GL) (anstelle von 
Anti-Idiotypen konnen entsprechende Antigene bzv. deren 
Untereinheiten als Bestandteil des Immuntoxins vorgese- 
hen werden) . Um eine "Neutralisierung" von Anti-Tumor 
(Retrovirus) - Antikorper mit den Anti-Idiotypen bzw. 
deren Immunkon jugaten zu verhindern, miissen die letzt- 
genannten nach mehrtagigem Zeitabstand gegeben werden, 
Anstelle der Anti-Idiotypen k5nnen Lymphozyten , Plasma 
oder Blut der mit den Leukozyten bzw. Blut des Patienten 
(A) sensibilisierten Person (B) eingesetzt werden. 

Eine schonende, mit mono- und/oder polyklonalen Antikor- 
pern bzw. entsprechenden Immunkonjugaten erzielbare 
temporare Immuninkompetenz bringt groBe Vorteile mit 
sich. Die T-Zell-Depletion ermoglicht die Beendigung 
eines pathologischen, immunregulatorisch bedingten Zu- 
standes und eroffnet aufgrund der geringen Resistenz, 
bedingt durch die Praliminierung immunkompetenter T-Zel- 
len, neuartige und breite Moglichkeiten zur Etablierung 
krankheitsverhindernder Konstellationen mit vergleichs- 
weise niedrigen Zahlen an in vitro pragenerierten ( M maB- 
geschneiderten") bzw. in vivo reaktivierten Immunozyten. 

Zur moglichst effektiven Eliminierung/Coeliminierung 
der gewiinschten f unktionellen Subpopulation (z.B. der 
alloaggressiven T-Zellen im Falle der Organtransplan- 
tation bzw. der tumor-spezif ischen Suppressorzellen im 
Falle der neoplastischen Erkrankungen bzw. der autoag- 
gressiven Lymphozyten im Falle der Autoimmunerkrankungen) 
werden die funktionell bzw. antigen-selektiven Antikor- 
per bzw. Immunkon jugate mit denen kombiniert, die reife 
T- und/oder B-Zellen generell eliminieren; bei den T- 
und/oder B-Zellen unspezifisch depletierenden Substanzen 
kann es sich sowohl um AntikQrper (mono- oder polyklonale) 
als auch um cytotoxische Substanzen wie Cyclophosphamid, 
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handeln. Der Sinn dieser Kombination ist die wesent- 
liche Ef fizienzsteigerung sowie Resistenzminimierung. 
fur die "maBgeschneiderten" Ersatz immunozy ten. Daher 
wird die Kombination von panT-spezifischen monoklonalen - 
(Anti-CD3-, .Anti-CD5-, Anti-CD2-Mabs) bzw. polyklonalen 
(ATG (ATS t ALG/ALS) Antikorpern mit Anti-Suppressor- 
bzw. Anti-Idiotyp-Antikorpern bei neoplastischen und ' 
retroviralen Erkrankungen) oder - im Falle der Organ- 
transplantationen - mit Anti-CD4- bzw. An t i -CD 8 - AK s 
oder aber - im Falle der Antoimmunerkrankungen - mit 
Ant i -CD 2 5 / T ac - AKs bzw. IL-2-Cytotoxin-Konjugaten 
bevorzugt. 

Weiterhin konnen Kombinationspraparate dieser, gegen 
Suppressor-Vorlauferzellen gerichteten AK mit den oben 
ervahnten suppressorzellschwachenden Substanzen, wie 
Indomethazin, Cimetidin u.a. zur "Stabilisierung" der 
Ubergangsphase zwischen Phase I und Phase II eingesetzt 
werden, obwohl diese "Stabilisierung" normalerweise 
nicht notwendig ist. 

In einer alternativen Ausfiihrungsform werden statt 
immunsuppressiver Cytostatika nicht- suppressive Anti- 
Tumor-bzw. HIV-Antikorper verwendet. Dadurch werden 
tumor- bzw. HIV-protektive Idiotyp-tragende T- und 
B-Subklone durch Anti-Idiotyp-Antikorper eliminiert 
bzw. durch der en Dntereinheiten inaktiviert. Hierfiir 
konnen z.B. Anti-Idiotyp-Antikorper (zur Eliminierung 
von Idiotyp-tragenden T- und B-Zellen) ggf . in Kombi- 
nation mit Anti-Tumor bzw. -HIV-Antik5rper verwendet 
werden. Zwischen Anti-Idiotyp-Behandlung und Anti- 
Tumor-AK-Behandlung sollte allerdings ein Zeitintervall 
von 10 bis 30 Tagen liegen. 
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Bei der Bekainpfung von neoplastischen , (retro) -viralen 
und autoimmunen Krankheiten kann als weitere MaBnahme 
eine Elixninierung der B-Zellen durchgefiihrt werden. 
Anders als bei normalen bakteriellen und viralen Infek- 
ten ist die Rolle der spezifischen Antikorper bei retro- 
viralen Infekten incl. HIV, persistierenden/chronischen 
Infekten generell, bei Tumoren sowie bei Antoimmunkrank- 
heiten problematisch. Die Antikorper ftihren bei persistie- 
renden Krankheiten, d.h. bei solchen Krankheiten, bei 
denen der Immunapparat rait dem Krankheitserreger bzw. 
maligne entarteten Zellen nicht fertig wird, zur spezi- 
fischen und generalisierten Immunsuppression, inden sie 
relevante Antigene an der Zelloberf lache markieren und 
als Immunglobuline und spe2iell als Immunkomplexe nicht 
nur die TG-Suppressorzellen spezifisch aktivieren, 
sondern auch andere Ef f ektorzellen, z.B. die unspezif isch- 
tumoriziden NK-Zellen und Makrophagen supprimieren. 

Deshalb rauB mindestens in der kritischen Phase nach 
Entfernung der Tunormasse bzw. nach Ganzkorperbestrah- 
lung der Knochenmark-Empf anger , aber auch nach Entfer- 
nung der (potentiellen) HIV-Wirtszellen plus HlV-scho- 
nenden Suppressorzellen auf Antikorper und somit auf 
die B-Zellen verzichtet werden. 

Eine antigen-spezif ische oder generelle B-Zell-Deple- 
tion kann jedoch schon als alleinige oder kornbinierte 
MaBnahme bei immunsuppriraierten Patienten, d.h. Patien- 
ten mit neoplastischen und (retro) -viralen Erkrankungen 
incl. AIDS /ARC/LAS, eine humorale und mittelbar zellu- 
l&re Immun-Depression • einleiten. 



Zur unspezifischen S-Zell-Eliminierung sind Anti-CD19-, 
Anti-CD20-, Anti-CD21- und/oder Anti-CD22-AK bzw. die 
entsprechenden Imnunotoxine, allein oder kombiniert mit 
Anti-CD4/Leu3/ T4-Mab, Anti-PG2, Anti-Arachidonsaure , 
PG-Inhibitoren (Indomethazin) untf/oder Platelet factor 
4 geeignet. 
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Fttr die tumor-spezif ische B-Zell-Eliminierung/Coelimi- 
nierung koinmen Kon jugate aus Tumorantigen bzw. aus 
entsprechenden Anti-Idiotypen mit Cytotoxin f allein 
oder kombiniert mit Konjugaten aus gleichem Tumoranti- 
gen bzw. Anti-Idiotypen (bzw. Untereinheiten) mit 
starken Tolerogenen (z.B. D-GL) inbetracht. 

Weiterhin wird bei neoplastischen, (retro) -viralen 
(incl. HIV) Erkrankungen und Autoimnunkrankheiten eine 
Eliminierung der T-Zellen in betracht gezogen. Xhnlich 
wie bei B-Zellen ist die Rolle der T-Zellen bei persi- 
stierenden Krankheiten (retroviralen, chronischen und 
neoplastischen sowie autoimmunen Erkrankungen) pro- 
blematisch, mehr noch, negativ f da die Suppressor-T- 
Zellen und deren Ausscheidungsprodukte f die humoralen 
Suppressorfaktoren, eine spezif ische und - bei fortge- 
schrittener Krankheit - eine generalisierte Immunsup- 
pression induzieren und auf rechterhalten . Die humorale 
Suppress i-on baut dabei auf los lichen Suppressorfaktoren 
und den bei B-Zellen erwahnten Immunkomplexen {speziell 
der IgM-Subklasse) auf. Deshalb muB nach der Entfernung 
der Tumormasse- bzw. nach GanzkSrperbestrahlung bei 
Knochenmark-Empfangern (Leukamiepatienten) an eine 
"Fernhaltung" der T-Zellen generell gedacht werden. 

Wie bei B-Zellen konnte eine T-Zell-Entfernung als 
solche,- allein oder kombiniert mit einer B-Zell-Deple- 
tion, eine wesentliche Erleichterung, d.h. Deblockie- . 
rung des immunsupprimierten Zustandes des Patienten 
einleiten. 

Geeignet hierzu sind Anti-CD3/Leu4/T3-, Anti-CD5/Leul/Tl- 
und/oder Anti-CD2/Leu5/Tll-Mab bzw. entsprechende 
Immuntoxine und/oder Ant i-Thymozy ten-Serum (ATS) bzw, 
Anti-Thymozyten- Globuline (ATG) ggf . in Kombination 
mit Anti-CD 19 (0020,0021, CD22) -AK. 



6>JSDOClD- *W0 B909620Ai> 



WO 89/09620 



PCT/EP89/00403 



Von Tierversuchen her ist bekannt, dafi virale Infekte 
(LCM-Virus) sowohl nach Eliminierung von T4 (L3T4)- als 
auch nach Depletierung von T8 (Lyt2) -T-Zellen voir Imraun- 
apparat erfolgreich bekampft werden. Eine Entkoppelung 
der T4- una T8-Zellen kann sich sogar positiv auf die 
Imnunabwehr auswirken. Dieses Prinzip eignet sich auch 
fur neoplastische Erkrankungen. Dazu werden Anti-CD4/- 
Leu3/T4-AK oder Anti-CD8/Leu2/T8 (T5 ) -AK , allein oder 
kombiniert mit Anti-CD19 (CD20, CD21, CD22)-AK verwen- 
det. Weiterhin kommt zur Behandlung von neoplastischen, 
(retro) -viralen (incl. HIV) Erkrankungen und Autoimmun- 
krankheiten die Blockierung der zellularen CD4-positiven 
Suppressor-Inducer-Zellen und der humoralen T4-abhangigen 
B-Zellen Immunsuppression durch Ausschaltung der Heifer/- 
Inducer (T4)-Zellen in Frage. Durch Ausschaltung (De- 
pletierung) der T4-Zellen kann sowohl die zellulare als 
auch die humorale Antwort auf Tumor an ti gene blockiert 
werden, was angesichts der von T- und B-Zellen ausgehen- 
den, schwer kontrollierbaren immunsuppressiven Impulse 
bei Patienten mit neoplastischen und retroviralen Er- 
krankungen notgedrungen wiinschenswert ist. Die tumori- 
zide bzw. viruzide Aktivitat muB von unspezif ischen 
Ef fektorzellen (NK-Zellen, Makrophagen) getragen werden, 
was durch in vitro praaktivierte bzw. in vivo prSakti- 
vierte Ef fektorzellen, z.B. LAK-Zellen, speziell nach 
der Entfernung der Tumormasse bzw. nach der Ganzkorper- 
bestrahlung und/oder hochdosierten Chemotherapie (bei 
Leukamie-Patienten) erfolgreich bewerkstelligt werden 
kann. Hierzu konnen Anti-CD4/Leu3/T4-AK, allein oder 
kombiniert mit Anti-CD19 (CD20, CD21, CD22)-AK bzw. 
der en Immunkon jugate mit Cytotoxinen verwendet werden. 

Zur Deblockierung des supprimierten Immunsystems werden 
CD4-positiven Helf er/Inducer vom CD8-positiven Suppres- 
sor/cytotoxischen T-Zell-Subset entkoppelt , mit oder 
ohne gleichzeitige Ausschaltung der humoralen Immunreak- 
tion (B-Zell-Depletierung) . 
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Ein zu schnelles und unausgewogenes Zellwachstum kann 
zum Zelltod fiihren, ein Prinzip, das z*B. bei Agent 
Orange praktisch angewandt wurde. Daher kann die Ver- 
wendung von Immunkonjugaten aus Anti-Tumor-AKs mit 
Substanzen wie Auxinen, Gibberelinen, Hydroxynaphthyl- 
aminen, aber auch Wachs turns ho rnonen zur Eliminierung 
von Zellen angewandt werden. Lokal konnen derartige 
Wirksubstanzen auch in freier Form appliziert werden. 
Durch Konjugatbildung konnen deren Dosierung und toxische 
Nebenwirkungen essentiell reduziert werden. 

Die Wirksamkeit von Cytostatika kann durch Kombination 
mit mitose-fQrdernden Faktoren {Umwandlung der Go- ind 
G 1 -Phase) erhoht werden. Shnliche Substanzen bzw. Kon- 
jugate, die ein zum Selbsttod fiihrendes, unausgewogenes 
Zellwachstum induzieren r konnen den cytostatika-resisten- 
ten Anteil an ruhenden (Go) -Tumorzellen verringern. 
Daher kann auch die Verwendung von Immunkonjugaten aus 
Substanzen wie Auxinen, Gibberelinen, Phytohormonen, 
aber auch Wachstumshormonen und Anti-Tumor-Antik5rpern 
Oder die lokale bzw. subdosierte Anwendung der Wirksub- 
stanzen als solche, gefolgt von Chemo .( radio ) therapie 
wesentliche therapeutische Fortschritte bringen. 

Suppressorzellen lassen sich durch Histamin selektiv 
aktivieren; durch Anti-Histaminika und/oder AKs, ge- 
richtet gegen den Histamin-Rezeptor l£Bt sich die 
Histamin-induzierte Aktivierung verhindem. Zur Hemmung 
von Suppressorzellen konnen daher auch Anti-Histaminika 
und/ oder Anti-Histaminrezeptor-Antikorper eingesetzt 
werden, 

Suppressor-T-Zellen haben Rezeptoren fiir PNA, weshalb 
sie fur PNA-Cy to toxin-Kon jugate verwundbar sind und 
durch Anwendung von Immuntoxinen, bestehend aus PNA und 
Cytotoxic eliminiert werden kSnnen. 
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Eine Aktivierung praexistierender Suppressor2ellen mit 
IL-2 una anschlieflende Eliminierung mit Cytostatika 
(Endoxan) und/oder Anti-IL-2-Rezeptor-Mab bzw. IL-2- 
Cytotoxin-Kon jugat und Postexpansion von Nicht-Suppres- 
scrzellen mit IL-2 ist ebenfalls moglich. Hierfiir 
konnen praexistierender Suppressor^ellen mit IL-2 
aliein oder kombiniert mit ConA und/oder PNA aktiviert 
werden; praaktivierte Suppressorzellen mit Anti-CD25- 
bzw. Anti-T9- bzw. Anti-Leul7-AK und/oder IL-2-Cytoto- 
xin- bzw. Trans ferrin-Cytotoxin-Kon jugat und/oder 
Cytostatika (Endoxan) eliminiert und die Nicht-Suppres- 
sorzellen mit IL-2 und/oder verschiedenen Immunstimu- 
lantien und/oder Mitogenen postaktiviert werden. 

Aktivierte T-Zellen konnen neben Anti-CD25-, Anti-Trans- 
f errin-Rezeptor- und Anti-HLA-DR-AKs bzw. Immuntoxinen 
durch Anti-Leul7-AK bzw. seinem Immuntoxin eliminiert 
werden. 

Fur Knochenmark-Transplantationen ist eine weitere 
Variante vorgesehen, bei der eine in vitro Vortrennung 
der Makrophagen/Monozyten anhand der Adhasion, und 
deren Zusatz zum T- und/oder B^depletierten Spendermark 
erfolgt. In diesem speziellen Falle der Knochenmark-An- 
reicherung mit immunkompetenten Zellen sind Makropha- 
gen/Monozyten und NK-Zellen die einzigen reif en/ immun- 
kompetenten Zellen. Dies verhindert in hohem MaBe die 
Toleranz- (re) induktion. Die Makrophagen und/oder NK-Zel- 
len konnen prfiaktiviert sein. 

Bei Autoimmunerkrankungen kann Person B mit (a) Blut, 

(b) Lymphozyten bzw. (c) Plasma des Patienten A sensi- 
bilisiert werden und (a) das Blut (b) Lymphozyten bzw. 

(c) Plasma der Person 3 dem Patienten A reinjiziert 
werden. Dadurch werden die klonal pr&expandierten 
autoaggressiven Klone (T- und B-Zellen) eliminiert. 
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Beim Blasencarcinom konnen allogene Oder xenogene 
Erythrozyten mit stark- immunogenen Eaptenen (z.B. TNBS) 
vorbehandelt und (a) 2 ur Sensibilisierung (nach Art des 
Cutantests) und (b) 2ur spater erfolgenden Blaseninstil- 
lation verwendet werden. Mit Enzymimmunstimulation 
konnen beim Blasencarcinom die turaor-lokalisierten 
Effektorzellen (Makrophagen , NK-Zellen, TILs) gegen ' 
Tumorzellen aktiviert werden. 
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Patentansoriiche 

2. Arzneimittel/ dadurch 

gekennzeichnet, daB es neben 

iibiichen Tragerstof f en, Hilfsmitteln und/oder Zu- 
satzstoffen eine Komponente A, die Suppressor-T- 
Zellen spezifisch oder unspezifisch eliminiert und 
eine Komponente B, die Ef f ektorzellen aktiviert, 
enthalt. 

2. Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet , daB die Kompo- 
nente A mit Suppressorzellen spezifisch reagierende 
monoklonale oder polyklonale Antikorper enthalt, 

3. Arzneimittel nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Komponente A Anti-CD8-, -CD1-, -CD3-, 
-CD5-, -CD 2- und/oder Anti-panT-Antikorper enthalt. 

4. Arzneimittel nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Komponente A Konjugate von mono- oder 
polyklonalen Antikorpern, die mit Suppressorzellen 
reagieren, oder deren Fragmenten mit einer cytotoxi- 
schen Substanz, Cytostatika, einem Complementf aktor , 
humanem praaggregiertem IgG, xenogenen Proteinen 
und/oder Antihistaminika enthSlt. 

5 . Arzneimittel nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet , daB Komponente 
A Tumorantigen, Virusantigen oder die entsprechen- 
den Anti-Idiotyp-Antikorper enthSlt . 
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6 . Arzneimittel nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, d a d u r c h 
gekennzeichnet , daB die Kom- 
ponente A einen Anti-CD 8 -Antikorper Oder ein Kon- 
jugat aus Anti-CD8-Ak und einem Cy to toxin enthalt. 

7. Arzneimittel nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, d a d u r c h 
gekennzeichnet, daB die Kompo- 
nente B Lymphokine, Cytokine oder hamatologische 
Wachstumshormone enthalt, 

8. Arzneimittel nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, d a d u r c h 

gekennzeichnet , daB Komponente 

B Interleukin 2 enthalt. 

9 • Arzneimittel nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, d a d u r c h 

gekennzeichnet, daB Komponente 

B ein Konjugat von mit Ef fektorzellen spezifisch 
bindefShigen Antikorperr. oder deren Fragmenten 
Oder mitogenen Lektinen mit einem Lymphokin, einem 
Enzym, Prostaglandin-Inhibitoren und/oder CAMP-Sti- 
mulatoren enthSlt. 

10. Arzneimittel nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, d a d u r c h 

gekennzeichnet, daB Komponente 

B Heterokonjugate von Anti-CD3-AK, Anti-Ti-AK 
oder deren Fragmenten und/oder mitogenen Lektinen 
mit HLA-DR enthSlt. 
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Arzneimittel nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, d a d u r c h 

gekennzeichnet , daB Kompo- 

nente B Heterokon jugate von Anti-CD8-AK oder* 
mitpgenen Lektinen nit HLA-A,B,C enthalt. 

Arzneimittel nach einem der vorhergehender. 
Anspruche, d a d u r c h 

gekennzeichnet, daB Kompo- 

nente B ein Heterokon jugat von Interleukin 2 mit 
einem Mitogen oder einem Anti-Idiotyp-Antikorper 
ist. 

Arzneimittel nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, d a d u r c h 

gekennzeichnet , daB als Kompo- 

nente B Heterokon jugate , die T4- bzw. T8-2ellen 
durch Uberbruckung immunrelevanter Membranstruk- 
turen aktivieren, enthalt. 

Verwendung von Suppressorzellen eliminierenden 
Substanzen und Ef fektorzellen aktivierenden Sub- 
stanzen zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandlung von Krebs, AIDS und viralen Infek- 
tionen, 

Verfahren zur Behandlung von Krebs, AIDS oder 
viralen Infektionen, d a d u r c h 

gekennzeichnet, daB in Phase I 

Suppressorzellen eliminiert werden und in Phase II 
Effektorzellen in vitro praaktiviert oder in vivo 
reaktiviert werden. 

Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB fur Phase I Komponente A und fur Phase II 
Komponente 3 verwendet wird. 
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